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Amp: Ampicilina (Ampicillin) 
ATP: Adenosín trifosfato (Adenosine triphosphate) 
bp: Pares de bases (base pairs) 
CCC: Círculo covalentemente cerrado (Covalently Closed Circle) 
CCCs: Círculos covalentemente cerrados (Covalently Closed Circles) 
CCRI: Intermediario de replicación covalentemente cerrado (Covalently Closed 
Replication Intermediate) 
CCRIs: Intermediarios de replicación covalentemente cerrados (Covalently 
Closed Replication Intermediates) 
Chl: Cloroquina (Chloroquine) 
DNA: Ácido Desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid) 
DNA PolIIIh: DNA polimerasa III holoenzima (DNA polymerase III holoenzyme) 
DNase I: Desoxirribonucleasa I (Deoxyribonuclease I) 
dNTPs: Desoxinucleótidos trifosfato (Deoxyribonucleotide triphosphate) 
EDTA: Ácido etilendiaminotetracético (Ethylenediaminetetracetate) 
EthBr: Bromuro de etidio (Ethidium Bromide) 
HJ: Unión de Holliday (Holliday Junction) 
HJs: Uniones de Holliday (Holliday Junctions) 
HU: Hidroxiurea (Hidroxyurea) 
Kb: Kilopares de bases (Kilobase pairs) 
L: Lineal (Linear) 
Lk: Índice de ligamiento (Linking number) 
ΔLk: Variación del índice de ligamiento con respecto al índice de ligamiento 
de un DNA relajado (Linking Number Difference) 
Lk0: Índice de ligamiento de un DNA relajado (Linking Number of Relaxed 
DNA) 
Ls: Lineales (Linears) 
OC: Círculo con una o más roturas de cadena sencilla (Open Circle) 
OCs: Círculos con una o más roturas de cadena sencilla (Open Circles) 
OCRI: Intermediario de replicación relajado (Open Circle Replication 
Intermediate) 
 
 
Abreviaturas 
OCRIs: Intermediarios de replicación relajados (Open Circle Replication 
Intermediates) 
Ori: Origen de replicación (Replication Origin) 
Pso: 4,5’,8 trimetilpsoraleno (4,5’,8-trimethylpsoralen) 
RcI: Intermediario de recombinación (Recombination Intermediate) 
RcIs: Intermediarios de recombinación (Recombination Intermediates) 
RI: Intermediario de replicación (Replication Intermediate) 
RIs: Intermediarios de replicación (Replication Intermediates) 
RNA: Ácido Ribonucleico (Ribonucleic acid) 
RNase A: Ribonucleasa A (Ribonuclease) 
RNase H: Ribonucleasa H (Ribonuclease) 
SDS: Dodecil sulfato sódico (Sodium Dodecyl Sulfate) 
SSC:  Solución Salina de Citrato de sodio (Saline Sodium Citrate) 
SSPE:  (Sodium Saline Phosphate) 
TAE: Tris-Acetato-EDTA (Tris-Acetate-EDTA) 
TBE: Tris-Borato-EDTA (Tris-Borate-EDTA) 
TE: Tris-EDTA (Tris-EDTA) 
Topo I: Topoisomerasa I (topoisomerase I) 
Topo II: Topoisomerasa II (topoisomerase II) 
Topo III: Topoisomerasa III (topoisomerase III) 
Topo IV: Topoisomerasa IV (topoisomerase IV) 
Tris: Tris hidroximetil aminometano (Tris hydroxymethyl aminomethane) 
Tw: Índice de torsión (Twisting number) 
UV: Ultravioleta (ultraviolet) 
Wr: Índice de superenrollamiento (Writhing number) 
(+): Positivo (positive) 
(-): Negativo (negative) 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 

 
                                                                                                                                                             Introducción  
 3 
Toda la información genética de una célula se encuentra almacenada y 
codificada en su DNA. De acuerdo con el modelo de Watson y Crick (Watson y Crick, 
1953b) el DNA está formado por dos cadenas de polinucleótidos complementarias y 
antiparalelas que interactúan formando una doble hélice. La conformación del DNA que 
más abunda entre los seres vivos es la denominada forma B, que es dextrógira con un 
periodo de aproximadamente 10,5 bp (Watson y Crick, 1953a). 
 
 
1.1. Topología del DNA. 
 
La topología es una rama de las matemáticas que estudia las propiedades de un 
cuerpo que no varían cuando éste se deforma. Un ejemplo sería el de un paralelepípedo 
rectangular que al sufrir una deformación adopta la forma de un cubo. El paralelepípedo 
original y el cubo resultante tienen distintas formas pero una serie de propiedades 
comunes. Estas propiedades invariables son estudiadas por la topología. 
 
El estudio de las distintas formas topológicas que puede adoptar el DNA 
comenzó aproximadamente en el año 1965 cuando Vinograd y colaboradores 
examinaron al microscopio electrónico el DNA circular del virus del polioma y 
observaron que éste podía presentar distintas formas (Vinograd y col., 1965). Algunas 
moléculas aparecían relajadas y otras enrolladas sobre sí mismas. A cada una de estas 
isoformas se las denominó estereoisómeros. Esta observación fue posteriormente 
extendida a todas las moléculas de DNA circulares de cadena doble (Cozzarelli, 1980). 
La observación de que en todos los seres vivos el DNA está superenrollado junto con el 
descubrimiento de las topoisomerasas (Wang, 1971) sentaron las bases de un nuevo 
capítulo dentro de la biología molecular al que se denominó “topología del DNA” 
(Wang, 2002). Los estereoisómeros representan las distintas formas que puede adoptar 
una molécula de DNA circular covalentemente cerrada sin que cambie su masa. 
 
La topología del DNA afecta decisivamente al desarrollo de muchos de los 
procesos biológicos en los que participa. Influye en la unión de factores reguladores de 
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la trascripción, la iniciación de la replicación, la segregación correcta de las cromátidas 
hermanas ya replicadas, la compactación del DNA, etc. 
 
 
1.1.1. Superenrollamiento del DNA. 
 
El superenrollamiento es una de las propiedades topológicas del DNA mejor 
estudiadas y es, literalmente, la medida del enrollamiento de la doble hélice sobre sí 
misma (Lewin, 2000). El superenrollamiento del DNA es una propiedad exclusiva de 
dominios topológicos cerrados puesto que si uno o los dos extremos de la doble hélice 
está libre, toda tensión estructural interna carece de efecto ya que las dos cadenas de 
polinucleótidos pueden rotar sobre sí mismas liberando dicha tensión en los extremos 
(Bauer y col., 1980). El superenrollamiento, por lo tanto, tiene lugar exclusivamente en 
CCCs y en moléculas Ls asociadas a membranas u otros complejos proteicos en las que 
un dominio de las mismas, aunque L, se comporta como topológicamente cerrado. Los 
CCCs son típicos del genoma de bacterias, plásmidos, mitocondrias, cloroplastos y 
muchos virus. Se cree que el DNA de los cromosomas eucarióticos está organizado en 
bucles o lazos en cuya base el DNA está unido covalentemente a un esqueleto proteico. 
Estos bucles constituirían dominios topológicos cerrados equivalentes a los CCCs 
(Marsden y Laemmli, 1979).  
 
Se han descrito dos tipos de superenrollamiento denominados plectonémico y 
toroidal. El DNA purificado y en solución presenta un superenrollamiento plectonémico 
(Boles y col., 1990). Por el contrario, el DNA que en los organismos eucarióticos está 
enrollado alrededor de los nucleosomas presenta un superenrollamiento toroidal (Boles 
y col., 1990). Este tipo de superenrollamiento favorece la condensación del DNA, 
necesaria para el empaquetamiento del mismo dentro de núcleos de tamaño muy 
restrictivo.  
 
En la gran mayoría de los seres vivos, las moléculas de DNA están 
negativamente superenrolladas (Gellert, 1981; Giaever y col., 1988; Giaever y Wang, 
1988; Vosberg, 1985; Wang, 1985; Wang, 1987) aunque existen excepciones como el 
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caso de las bacterias termófilas del género Archaea, cuyo DNA presenta 
superenrollamiento (+) (Mirambeau y col., 1984). Probablemente, el hecho de que el 
DNA de estas bacterias esté positivamente superenrollado está íntimamente relacionado 
y confiere alguna ventaja para la supervivencia de las mismas en los ambientes de 
condiciones extremas en los que habitan. La iniciación de la replicación requiere que el 
DNA que se va a usar como molde durante el proceso, esté negativamente 
superenrollado (Funnell y col., 1987; Marians y col., 1986). La iniciación de la 
transcripción de algunos genes también requiere que éstos estén negativamente 
superenrollados (Arnold y Tessman, 1988; Chen y col., 1994; Pruss y Drlica, 1989). 
Algunos sistemas de recombinación específica de sitio también están influenciados por 
el tipo de superenrollamiento (Mizuuchi y col., 1978; Nash, 1990). El 
superenrollamiento no sólo afecta a la separación de las cadenas de la doble hélice del 
DNA y a la unión de proteínas a las mismas, sino que también promueve la 
condensación del DNA y la interacción entre secuencias localizadas muy distantes unas 
de otras en el genoma (Vologodskii y Cozzarelli, 1996). Sin esta condensación, la 
segregación de las cromátidas hermanas no ocurriría normalmente (Hartsuiker y col., 
1998; Zechiedrich y Cozzarelli, 1995; Zechiedrich y col., 1997). Finalmente, la 
expresión de los genes que codifican para las enzimas que controlan y mantienen el 
superenrollamiento del DNA, las DNA topoisomerasas, está regulada a su vez por su 
superenrollamiento (Menzel y Gellert, 1983; Osheroff y col., 1983; Tse-Dinh, 1985; 
Zechiedrich y Osheroff, 1990). 
 
El DNA cromosómico de las eubacterias se encuentra compactado en una 
estructura citológicamente visible denominada nucleoide, que ocupa alrededor de un 
20% del volumen celular (Woldringh, 2002). Este nivel de compactación es comparable 
al observado en los cromosomas de las células eucariotas. A pesar de que las bacterias 
no tienen histonas, sí poseen otras proteínas semejantes como la HU, IHF, HNS y las 
SMC que se unen al DNA y facilitan su compactación (Broyles y Pettijohn, 1986; 
Dame y col., 2000; Holmes y Cozzarelli, 2000; Rouviere-Yaniv y Kjeldgaard, 1979; 
Sawitzke y Austin, 2000). De forma similar a lo que ocurre en las células eucariotas, en 
el nucleoide de las eubacterias el DNA está organizado en lazos superenrollados 
independientes de entre 20 y 100 Kb, que constituyen dominios topológicos cerrados y 
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dinámicos (Sherratt, 2003). El mantenimiento del superenrollamiento (-) en las 
eubacterias se debe fundamentalmente a la actividad de las topoisomerasas DNA girasa, 
Topo I y Topo IV (Drlica, 1992; Drlica y Zhao, 1997; Giaever y col., 1988; Steck y col., 
1993) y, muy en particular, a la capacidad de la DNA girasa de compensar el 
superenrollamiento (+) que se genera por delante de las horquillas durante la replicación 
y la transcripción del DNA (Champoux, 2001; Postow y col., 2001). 
 
 
1.1.2. Cuantificación de las propiedades topológicas. 
 
El parámetro que mejor define la topología de un CCC es el índice de ligamiento 
(Lk). Este índice se define matemáticamente como el número de veces que una cadena 
de la doble hélice cruza a la otra en un plano (Bates y Maxwell, 1997; Kornberg y 
Lorch, 1992) El Lk es una constante topológica definida por dos variables geométricas 
denominadas índice de torsión (Tw) e índice de superenrollamiento (Wr).  
 
El Tw indica el número de veces que las dos cadenas del DNA giran una vuelta 
completa en el espacio alrededor del eje axial de la doble hélice. Para el DNA-B, su 
valor viene dado por la ecuación: 
 
 Tw = N / 10,5   (1)  
 
Siendo N el número de bp de la molécula de DNA y 10,5 el número de bp por vuelta 
completa en el espacio de cada una de las dos cadenas de la doble hélice. 
 
El Wr es la medida del superenrollamiento en su sentido más literal. Mide el 
número de veces que el eje de la doble hélice se cruza sobre sí mismo en un plano. Por 
convenio, es (-) en el caso de las superhélices dextrógiras y (+) en el de las levógiras.  
 
Tw y Wr son dos variables geométricas que cambian con la deformación de la 
molécula de DNA y que definen una propiedad topológica invariable, el Lk, según la 
ecuación: 
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 Lk = Tw + Wr   (2) 
 
Esta ecuación indica que en todo dominio topológico cerrado el Tw está 
directamente relacionado con el Wr y ambas variables se compensan entre sí dando 
como resultado el valor del Lk. El Lk sólo puede cambiar si se producen roturas en el 
DNA (Wang, 1996) que necesariamente cambian también tanto el valor del Tw como el 
del Wr. Estas roturas en el DNA pueden ser de cadena sencilla o de cadena doble y en 
cualquier caso dan como resultado una alteración del superenrollamiento ya que 
permiten que una o las dos cadenas del DNA giren la una sobre la otra. 
 
Otra manera de expresar los cambios del Lk es refiriéndolos a la situación de 
desenrollamiento o relajación. En el caso de una molécula de DNA relajada, es decir en 
la que Wr sea igual a 0, el Lk es determinado sólo por el Tw. Cualquier cambio del 
grado de superenrollamiento referido al Lk de una molécula relajada (Lk0) se representa 
mediante la ecuación: 
 
 ∆Lk = Lk – Lk0   (3) 
 
Un ejemplo que ilustra de forma práctica todos estos índices se ilustra en la 
figura 1. En esta figura se representa una molécula de DNA en dos formas topológicas 
distintas: superenrollada y relajada. En la figura 1A se muestra una molécula de DNA 
superenrollada. El Tw de esta molécula es 114, ya que de acuerdo a la ecuación (1) el 
Tw es el resultado de dividir el número de bp entre el número de cruces de una cadena 
sobre la otra, es decir, 1197 / 10,5 = 114. El Wr es -4, debido a que la molécula presenta 
4 cruces negativos de la doble hélice sobre sí misma. Según la ecuación (2) Lk = 110. Si 
esta molécula de DNA se relajara, por eliminación de su superenrollamiento, entonces 
el Wr sería igual a 0 y los índices cambiarían del modo que se indica en la figura 1B. El 
Lk sería igual al Tw, en este caso 114. Por último, si en esta molécula relajada se 
eliminaran 14 giros de la doble hélice (Tw = 114 – 14 = 100), los valores quedarían 
como se indica en la figura 1C. 
 
 
Introducción 
 8 
 
 
Figura 1. Esquemas representativos de algunas de las distintas formas que puede adoptar una 
molécula de DNA circular covalentemente cerrada. A: Superenrollada con un Lk = 110; B: Relajada 
con un Wr = 0, por lo que el Lk = Tw = 114; C: Relajada con  14 giros menos, por lo que su Lk =100 
(adaptado de Bowater, 2002). 
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En todo dominio topológico cerrado in vivo los procesos de transcripción, 
replicación y recombinación alteran el Tw y el Wr pero no el Lk. Para cambiar el Lk in 
vivo, las células disponen de enzimas especializadas que se denominan DNA 
topoisomerasas. 
 
 
1.2. DNA Topoisomerasas. 
 
Las enzimas encargadas de cambiar el Lk in vivo son las DNA topoisomerasas. 
Wang las definió como las auténticos magas del mundo del DNA (Wang, 2002). 
Abriendo puertas transitorias en la doble hélice ayudan a resolver los problemas 
topológicos que se producen durante los procesos de replicación, transcripción, 
reparación y recombinación (Champoux, 2001; Gellert, 1981; Wang y Prives, 1991; 
Wang, 1985; Wang, 2002). Todas las topoisomerasas conocidas producen roturas 
transitorias en el DNA que van acompañadas de la formación de un enlace fosfodiester 
entre un residuo activo de tirosina presente en la proteína y un grupo fosfato de uno de 
los extremos de la cadena de DNA interrumpida. La topología de la molécula de DNA 
puede ser modificada durante el tiempo que se mantenga este enlace. Finalmente, este 
enlace se rompe y la enzima vuelve a unir los extremos rotos mediante una reacción 
prácticamente inversa a la primera. Este proceso modifica el Lk de la molécula en 
cuestión (Wang, 2002). Debido a que la energía de la unión se mantiene en el 
intermediario DNA-proteína, no se requiere ningún cofactor energético ni para la rotura 
ni para la posterior unión de los extremos rotos.  
 
En base a su mecanismo de acción las topoisomerasas se clasifican en dos 
grandes grupos denominados de tipo I y de tipo II (Champoux, 2001; Forterre y col., 
2007; Wang, 2002). 
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1.2.1. DNA topoisomerasas de tipo I. 
 
Las topoisomerasas de tipo I cortan una cadena de la doble hélice y rotan uno de 
los extremos rotos sobre la cadena intacta una vuelta completa para finalmente volver a 
unir los extremos cortados. De esta forma cambian el Lk en valores de +/- 1 (Brown y 
Cozzarelli, 1981). Actualmente, basándose en las propiedades enzimáticas comunes y 
en el análisis de las secuencias proteicas de estas enzimas, las topoisomerasas de tipo I 
se dividen en dos subfamilias, denominadas de tipo IA y de tipo IB (Champoux, 2001; 
Forterre y col., 2007; Wang, 2002). 
 
Los miembros de la subfamilia IA son aquellos en los que el enlace fosfodiester 
se crea entre la enzima y el fosfato localizado en el extremo 5’ de la cadena de DNA 
interrumpida. Esta subfamilia incluye a la Topo I y a la Topo III bacterianas, a la Topo 
III eucariótica, a las topoisomerasas de tipo I de las arqueas  y a la DNA girasa reversa 
presente en las arqueas y bacterias hipertermófilas (Forterre y col., 2007). Las 
topoisomerasas de tipo IA son en su mayoría enzimas monoméricas que requieren iones 
magnesio (Mg2+) para desarrollar su función y actúan de un modo independiente de 
ATP. Relajan preferentemente el DNA negativamente superenrollado (Kirkegaard y 
Wang, 1985; Wang, 1971; Wang, 1996). Además de relajar moléculas de DNA 
superenrolladas, las topoisomerasas de tipo IA son capaces de anudar moléculas de 
DNA circulares de cadena sencilla y de unir dos cadenas complementarias de DNA de 
cadena sencilla para transformarlas en una única molécula de DNA de cadena doble. En 
casos especiales, estas enzimas también pueden encadenar o anudar moléculas de DNA 
circulares de cadena doble, siempre que exista al menos una rotura de cadena sencilla en 
una de las dos moléculas circulares involucradas (Brown y Cozzarelli, 1981). 
 
Escherichia coli tiene dos topoisomerasas de tipo IA, la Topo I (Wang, 1971) y 
la Topo III (Dean y col., 1983). La Topo I relaja el superenrollamiento (-) generado por 
detrás de la horquilla durante la transcripción (Liu y Wang, 1987). La Topo III es una 
de las topoisomerasas menos conocidas. Su papel biológico no está del todo definido, 
pero parece estar implicada en la segregación cromosómica y en la maduración de los 
RcIs (Zhu y col., 2001). Se ha demostrado que la Topo III de E. coli es capaz de 
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interaccionar con la helicasa RecQ (Harmon y col., 1999). Su implicación en 
recombinación y reparación podría estar relacionada con su cooperación con estas 
helicasas (Plank y col., 2006; Seki y col., 2006). 
 
La Topo III eucariótica juega un papel fundamental en mantener la estabilidad 
genómica y algunos estudios han propuesto que podría estar implicada en la resolución 
de RcIs durante la reparación del DNA (Goodwin y col., 1999; Maftahi y col., 1999; 
Wallis y col., 1989).  
 
Los miembros de la subfamilia IB son aquellos en los que el enlace fosfodiester 
se crea entre la enzima y el fosfato localizado en el extremo 3’ de la cadena de DNA 
interrumpida. Las topoisomerasas de la subfamilia IB se encuentran en los todos los 
organismos eucarióticos. Estas enzimas son muy eficientes relajando DNA tanto 
negativa como positivamente superenrollado. Se ha propuesto que podrían jugar un 
papel fundamental durante la replicación y transcripción del DNA relajando el 
superenrollamiento (+) que se genera por delante de las horquillas (Kim y Wang, 1989).  
 
 
1.2.2. DNA topoisomerasas de tipo II. 
 
Las topoisomerasas de tipo II juegan un papel esencial en todos los organismos. 
Estas topoisomerasas cortan transitoriamente ambas cadenas de la doble hélice y 
transportan otra doble hélice a través de la doble hélice interrumpida para finalmente 
volver a unir los extremos de la molécula (Champoux, 2001; Nitiss, 1998; Wang, 1996; 
Wang, 1998). De esta forma hacen que el Lk cambie en valores de +/- 2 (Brown y 
Cozzarelli, 1979; Mizuuchi y col., 1980; Roca y Wang, 1994). En general, las 
topoisomerasas de tipo II son moléculas que actúan como dímeros de un modo 
dependiente de ATP, catalizando el superenrollamiento, encadenamiento, 
desencadenamiento, anudamiento y desanudamiento de dobles hélices de DNA. Estas 
enzimas se encuentran en todos los organismos y son esenciales en todas las células 
para la segregación de las cromátidas hermanas después de la replicación del DNA y 
antes de la división celular. Algunas de ellas son dianas de drogas empleadas como 
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agentes antibacterianos y en la terapia del cáncer (Maxwell, 1997). Estas enzimas 
constituyen una familia estructuralmente conservada a lo largo de la evolución (Huang, 
1994). Las topoisomerasas de tipo II se dividen a su vez en dos subfamilias, las de tipo 
IIA y las de tipo IIB (Champoux, 2001; Wang, 2002).  
 
Las topoisomerasas de tipo IIA son las mejor caracterizadas y están presentes 
tanto en procariotas como eucariotas. Esta subfamilia incluye a la DNA girasa y a la 
Topo IV bacterianas asi como a la Topo II eucariótica. Todas ellas poseen estructuras 
similares (Berger y col., 1996; Champoux, 2001). Estas enzimas catalizan el paso de 
una doble hélice de DNA a través de otra doble hélice mediante un mecanismo 
denominado de dos puertas (Berger y col., 1996; Wang, 1998). La forma de estas 
enzimas es similar a la de una tenaza abierta, dentro de la cual se localiza una doble 
hélice de DNA, el denominado segmento G. Después de la unión a ATP, la tenaza se 
cierra y captura una segunda doble hélice de DNA, denominada segmento T (Roca y 
Wang, 1992). El segmento T pasa a través de una rotura transitoria que se produce en el 
segmento G y es expulsado de la enzima por el lado opuesto al que entró (Berger y col., 
1996; Roca y col., 1996; Roca y Wang, 1994). Debido a su mecanismo de acción, estas 
enzimas pueden encadenar o desencadenar, anudar o desanudar, asi como relajar o 
superenrollar moléculas de DNA. Todas estas funciones son esenciales para la célula 
durante la replicación y la segregación cromosómica (Wang, 2002). 
 
E. coli tiene dos topoisomerasas de tipo IIA; la DNA girasa (Gellert y col., 
1976) y la Topo IV (Kato y col., 1988).  
 
La DNA girasa es un heterotetrámero compuesto por dos subunidades GyrA y 
dos subunidades GyrB (Klevan y Wang, 1980). Las subunidades GyrA están implicadas 
en la unión al DNA y en la introducción de roturas transitorias en la doble hélice. Las 
subunidades GyrB son las responsables de la actividad ATPasa intrínseca de la enzima. 
La DNA girasa es la única topoisomerasa conocida capaz de introducir 
superenrollamiento (-) en el DNA, utilizando para ello la energía de la hidrólisis del 
ATP (Gellert y col., 1976). Esta actividad es debida a la capacidad de los dominios C-
terminales de las subunidades GyrA de enrollar DNA alrededor de la enzima (Wang, 
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1998). La DNA girasa mantiene la densidad adecuada de superenrollamiento (-) 
necesaria para la iniciación de la replicación y transcripción del DNA. Además, esta 
enzima participa en la fase de elongación de la replicación y transcripción 
contribuyendo a la eliminación del superenrollamiento (+) que se genera por delante de 
las horquillas debido a la acción de la helicasa. De este modo, elimina el estrés torsional 
cuya acumulación podría, eventualmente, detener ambos procesos. La primera actividad 
de la DNA girasa que se describió in vitro fue su capacidad para introducir 
superenrollamiento (-) en moléculas de DNA covalentemente cerradas y relajadas 
(Gellert y col., 1976). Posteriormente se describió que la DNA girasa también tiene 
cierta capacidad para relajar el superenrollamiento (-) de un modo independiente de 
ATP (Gellert y col., 1977; Higgins y col., 1978; Strick y col., 1998; Sugino y col., 
1977). Además, esta enzima es capaz de eliminar superenrollamiento (+) del DNA en 
sistemas de replicación in vitro, requiriendo ATP para ello (Hiasa y Marians, 1996; 
Peebles y col., 1979). La eliminación de superenrollamiento (+) y (-) es mucho menos 
eficiente que la introducción de superenrollamiento (-) y por ello se requiere entre 20 y 
40 veces más de enzima para que las tasas sean comparables (Gellert y col., 1979; 
Higgins y col., 1978).  
 
Son varios los modelos que se han propuesto para explicar los mecanismos por 
los que la DNA girasa introduce superenrollamiento (-) en el DNA de un modo 
dependiente de ATP, relaja moléculas de DNA positivamente superenrolladas de un 
modo dependiente de ATP y elimina superenrollamiento (-) de un modo independiente 
de ATP (Nollmann y col., 2007; Roca y col., 1996; Roca y Wang, 1992; Wang, 1998).  
 
La Topo IV (Kato y col., 1990) bacteriana es también un heterotetrámero cuyas 
subunidades ParC y ParE son homólogas a GyrA y GyrB respectivamente (Peng y 
Marians, 1993). Esta enzima no es capaz de introducir superenrollamiento (-) en el 
DNA debido a que, aunque el dominio C-terminal de la Topo IV puede unirse al DNA, 
no puede enrollarlo sobre sí mismo. In vivo, la Topo IV parece estar especializada en 
eliminar el encadenamiento y el anudamiento entre las cromátidas hermanas durante y 
después de la replicación del DNA (Adams y col., 1992; Deibler y col., 2001; 
Ullsperger y col., 1995; Zechiedrich y Cozzarelli, 1995; Zechiedrich y col., 1997). 
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Además, la Topo IV de E.coli interacciona con la proteína FtsK unida a la membrana y 
con los sitios dif del cromosoma, ambos implicados en la resolución de los dímeros 
cromosómicos a través de las proteínas XerCD (Espeli y col., 2003; Hojgaard y col., 
1999).  
 
Las células eucariotas poseen una única topoisomerasa de tipo IIA que se 
denomina Topo II. Es un homodímero cuyas subunidades están formadas por la fusión 
de los dominios N-terminales de las subunidades GyrB/ParE y los dominios C-
terminales de las subunidades GyrA/ParC. La topo II es esencial en todos los eucariotas 
debido a que es la única enzima capaz de desencadenar moléculas de DNA, actividad 
fundamental para una segregación cromosómica correcta (Charron y Hancock, 1991; 
Rose y col., 1990). La eficacia con la que la Topo II elimina el encadenamiento de 
moléculas circulares de DNA superenrolladas sugiere la interacción de esta enzima con 
un segmento de DNA adicional, además de con los segmentos G y T (Roca y col., 1996; 
Roca y Wang, 1994). Además del segmento G, la Topo II podría reconocer 
simultáneamente o sucesivamente dos segmentos T (Trigueros y col., 2004). Cuando el 
segmento G y el primer segmento T interaccionan, se constituiría un cruce 
intramolecular. El signo de este cruce determinaría la orientación relativa de la enzima 
con respecto al contorno del DNA. Esta orientación favorecería o impediría la 
interacción con el segundo segmento T, dependiendo de si el sitio de reconocimiento de 
la enzima se localiza fuera o dentro del contorno del DNA (Roca, 2001). De este modo, 
el superenrollamiento (-) favorecería el desencadenamiento debido a que la interacción 
con cruces (-) fija el sitio de interacción con el segundo segmento T dentro del contorno 
del DNA. Por el contrario, el superenrollamiento (+) favorecería el encadenamiento del 
DNA debido a que la interacción con cruces (+) fija el sitio de interacción con el 
segundo segmento T fuera del contorno del DNA. Esta enzima no tiene preferencia por 
interaccionar con el DNA positiva o negativamente superenrollado (Roca, 2001; Roca y 
Wang, 1992). La Topo II también parece ser uno de los componentes más abundantes 
en la cromatina eucariótica (Earnshaw y col., 1985; Gasser y col., 1986).  
 
La primera topoisomerasa de tipo IIB se descubrió en Sulfolobus shibatae 
(Bergerat y col., 1997). Recientemente este tipo de topoisomerasas ha sido encontrada 
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también en plantas (Hartung y col., 2002; Sugimoto-Shirasu y col., 2002; Yin y col., 
2002). Las topoisomerasas de tipo IIB están peor caracterizadas pero ambas subfamilias 
parecen compartir sus mecanismos de acción (Bergerat y col., 1997), aunque existen 
diferencias estructurales entre ellas (Nichols y col., 1999).  
 
 
1.3. Topología de los RIs. 
 
En la gran mayoría de los seres vivos para que se inicie la replicación 
semiconservativa del DNA éste debe estar negativamente superenrollado. De este modo 
se facilita la separación de las cadenas parentales que van a ser usadas como molde por 
las DNA polimerasas durante la replicación (Crisona y col., 2000; Funnell y col., 1987; 
Kanaar y Cozzarelli, 1992; Marians y col., 1986). Una vez que la iniciación ha tenido 
lugar, la elongación la lleva a cabo un complejo multiproteico denominado replisoma. 
Actualmente se cree que no es el replisoma el que avanza sino que es el DNA el que 
pasa a través de un replisoma estacionario. Por delante del replisoma se encuentra una 
proteína hexamérica, la DNA helicasa, que es la responsable de la apertura de la doble 
hélice parental. La apertura de la doble hélice produce, por tanto, una tensión topológica 
que genera superenrollamiento (+) por delante de la horquilla de replicación 
(Kornberg y Baker, 1992). Este superenrollamiento (+) debe ser eliminado para evitar 
que se acumule, lo que impediría que la horquilla continuara avanzando. En bacterias, la 
DNA girasa introduce superenrollamiento (-) por delante de la maquinaria de 
replicación, compensando así el superenrollamiento (+) que genera el avance de la 
horquilla (Cozzarelli, 1980; Levine y col., 1998; Marians, 1992). Pero debido a que la 
procesividad de la DNA helicasa es mayor que la de la DNA girasa y que la horquilla de 
replicación es más rápida avanzando que la DNA girasa introduciendo 
superenrollamiento (-), la acción de esta última no es suficiente para compensar el 
superenrollamiento (+) generado por delante de la horquilla (Peter y col., 1998). En los 
estadíos tempranos de la replicación, cuando la región no replicada es suficientemente 
grande, serían varias las DNA girasas que se podrían unir a esta región. El 
funcionamiento de todas ellas en serie conseguiría la introducción de un nivel de 
superenrollamiento (-) suficiente. Sin embargo, a medida que la replicación progresa, la 
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región no replicada va disminuyendo, por lo que cada vez es menor el espacio en el que 
la DNA girasa podría actuar (Champoux y Been, 1980). Este déficit de la DNA girasa 
podría conducir a la eliminación de todo el superenrollamiento (-) y a una eventual 
acumulación de superenrollamiento (+) por delante de la horquilla en las etapas tardías 
de la replicación. Para resolver esta paradoja, Champoux y colaboradores sugirieron que 
el superenrollamiento de los RIs podría difundir a través de la horquilla de replicación y 
distribuirse tanto por delante como por detrás de la misma (Champoux y Been, 1980). 
En la región ya replicada podría actuar la otra topoisomerasa de tipo II presente en las 
bacterias, la Topo IV, que ayudaría así a la DNA girasa a compensar el 
superenrollamiento (+) que se genera por delante de las horquillas de replicación a 
medida que éstas avanzan (Alexandrov y col., 1999; Peter y col., 1998; Ullsperger y 
col., 1995). En 1998 Peter y colaboradores utilizaron la microscopía electrónica para 
intentar confirmar la difusión del superenrollamiento a través de la horquilla de 
replicación in vivo (Peter y col., 1998). Llamaron pre-encadenados al enrollamiento de 
las cromátidas hermanas en la región ya replicada para diferenciarlo del de la región aún 
no replicada (Peter y col., 1998). El nombre alude al hecho de que si los pre-
encadenados no son eliminados, al finalizar la replicación darían lugar a moléculas 
encadenadas (Alexandrov y col., 1999; Champoux y Been, 1980; Kreuzer y Cozzarelli, 
1980; Lucas y col., 2001; Marians, 1992; Peter y col., 1998; Ullsperger y col., 1995). En 
la figura 2 se muestra un CCRI en el que parte del superenrollamiento (+) 
eventualmente acumulado en la región no replicada migró a la ya replicada dando lugar 
a pre-encadenados. De acuerdo a este modelo, la generación de superenrollamiento (+) 
por delante de las horquillas de replicación sería compensada por la DNA girasa que 
introduciría superenrollamiento (-) en la región no replicada y por la Topo IV que 
eliminaría pre-encadenados en la región ya replicada. Esto explicaría por qué la 
progresión de las horquillas de replicación es totalmente impedida sólo cuando ambas 
topoisomerasas de tipo II están mutadas (Hiasa y col., 1994; Khodursky y col., 2000; 
Levine y col., 1998). Es importante destacar que para que el superenrollamiento difunda 
a través de la horquilla de replicación, las dos cromátidas hermanas deberían ser capaces 
de rotar libremente la una sobre la otra en las horquillas. La existencia de pre-
encadenados in vivo sigue siendo un tema controvertido. Algunos estudios aportan 
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evidencias que sugieren su presencia in vivo durante la replicación del DNA (Hiasa y 
col., 1994; Hiasa y Marians, 1994; Postow y col., 1999; Sogo y col., 1999). 
 
 
 
 
Figura 2. Esquema de dos formas alternativas que puede adoptar un CCRI. El avance de la horquilla 
de replicación, debido a la acción de la DNA helicasa, genera superenrollamiento (+) por delante de la 
horquilla. Este superenrollamiento (+), podría ubicarse exclusivamente en la región no replicada (A) o, 
por el contrario, podría trasladarse a la región ya replicada (B), donde se denomina pre-encadenamiento 
(+) (adaptado de Peter y col., 1998). 
 
 
Sin embargo, otros autores afirman que si el replisoma está anclado a la 
membrana bacteriana (Levine y col., 1998), las horquillas constituirían barreras 
topológicas que impedirían la difusión del superenrollamiento (+) generado por delante 
de las horquillas de replicación hacia la región ya replicada de la molécula, en cuyo caso 
no se formarían pre-encadenados. Por otro lado, si el encadenamiento entre dos 
moléculas de DNA es dextrógiro, como se asume generalmente (Adams y col., 1992; 
Hiasa y Marians, 1996; Postow y col., 2001), no sería un sustrato adecuado para la Topo 
IV, ya que esta enzima actúa preferentemente sobre cruces levógiros (Charvin y col., 
2003). Algunos autores sugieren que la Topo IV es capaz de desencadenar moléculas de 
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DNA dextrógiras in vitro si éstas están tan negativamente superenrolladas que los 
cruces dextrógiros modifican su geometría angular y se convierten en cruces levógiros, 
constituyendo así un sustrato adecuado para la Topo IV (Charvin y col., 2003). 
 
 
1.4. Métodos de análisis de moléculas de DNA con distintas formas topológicas. 
 
Uno de los primeros métodos utilizados en el análisis de moléculas de DNA con 
distintas formas topológicas fue la centrifugación en gradientes de densidad (Vinograd y 
col., 1965). Este método fue más tarde reemplazado por la electroforesis en geles de 
agarosa, que es más versátil y permite diferenciar moléculas superenrolladas, 
encadenadas y/o anudadas con distinto número de cruces (Shishido y col., 1989; 
Shishido y col., 1987; Stasiak y col., 1996; Sundin y Varshavsky, 1980; Sundin y 
Varshavsky, 1981; Vologodskii y col., 1998). Para el estudio de moléculas individuales, 
una de las técnicas preferidas es la microscopía electrónica. Es importante destacar la 
técnica de engrosamiento de las cadenas de DNA por recubrimiento con la proteína 
RecA ya que es la que mejor permite identificar la estructura tridimensional de los 
cruces y poder así determinar el signo de cada cruce en moléculas superenrolladas, 
encadenadas y/o anudadas (Krasnow y col., 1983; Sogo y col., 1986; Sogo y col., 1999). 
 
Finalmente, merece especial atención la electroforesis bidimensional en geles de 
agarosa, ya que es la única que permite la identificación simultánea de todos los 
estereoisómeros de una población (Martín-Parras y col., 1998). 
 
 
1.4.1. Análisis de moléculas de DNA digeridas mediante electroforesis 
bidimensional en geles de agarosa. 
 
La electroforesis bidimensional en geles de agarosa se basa en que la movilidad 
electroforética de una molécula de DNA en un gel de agarosa depende no sólo del 
tamaño del fragmento analizado, sino también de su forma, de la concentración de 
agarosa presente en el gel y de la fuerza del campo eléctrico al que la molécula es 
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sometida. Ajustando todos estos parámetros, los RIs, así como el resto de moléculas de 
DNA ramificadas, pueden separarse de las moléculas Ls no replicativas. En líneas 
generales, para estudiar RIs linearizados en un gel bidimensional, la primera dimensión 
transcurre en condiciones de bajo voltaje y bajo porcentaje de agarosa. En estas 
condiciones se minimiza el efecto de la estructura tridimensional de los RIs sobre su 
movilidad electroforética. De este modo, las moléculas se separan fundamentalmente en 
función de su masa. En la segunda dimensión se cambian las condiciones de la 
electroforesis de forma que transcurra en condiciones de alto voltaje, alto porcentaje de 
agarosa y en presencia de un agente intercalante, generalmente EthBr. La adición de 
EthBr durante la segunda dimensión hace que las moléculas de DNA pierdan elasticidad 
y se vuelvan más rígidas. Así se potencia la influencia de la estructura tridimensional de 
las mismas sobre su movilidad. En estas condiciones las moléculas ramificadas tienen 
menor movilidad que las Ls de igual masa. De esta forma es posible diferenciar mezclas 
de poblaciones de moléculas de DNA con distintas masas y formas. 
 
En el caso de RIs de fragmentos de DNA Ls, los patrones básicos que se pueden 
detectar en un gel bidimensional se muestran en la figura 3. Si el fragmento analizado 
no contiene un origen de replicación y es replicado de forma pasiva por una horquilla 
que entra por un extremo del fragmento, lo recorre y sale por el otro extremo, los RIs 
adquieren la forma de una Y. Por ello se designa al patrón que se detecta en las 
autorradiografías con el nombre de arco de Y simples (figura 3A). En la figura, la señal 
denominada 1,0x corresponde al fragmento de DNA L no replicado. El arco de Y 
simples parte de este punto y termina en otro punto denominado 2,0x, también situado 
sobre el arco de Ls, que corresponde a las moléculas casi completamente replicadas 
cuya masa es prácticamente el doble de la del fragmento no replicado. En las primeras 
etapas de la replicación, a medida que la horquilla progresa aumentan tanto la masa 
como la complejidad de los RIs, por lo que progresivamente disminuye su movilidad 
electroforética tanto en primera como en segunda dimensión. El punto de inflexión en el 
arco de Y simples indica el sitio donde migran las moléculas que han sido replicadas al 
50%, o lo que es lo mismo, cuya masa es 1,5x, es decir una vez y media la masa de una 
molécula L no replicada. En estas moléculas, que son las que presentan menor 
movilidad electroforética en segunda dimensión, los tres brazos del fragmento 
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parcialmente replicado tienen la misma longitud. A partir de ese momento, a medida 
que continúa el progreso de la horquilla las moléculas se parecen cada vez más a una 
molécula L. Por eso, desde el punto de inflexión en adelante a medida que aumenta la 
masa disminuye la complejidad de los RIs y el arco de Y simples termina cuando los 
RIs adquieren una masa casi doble de la masa del fragmento no replicado. 
 
 
 
 
Figura 3. Patrones de hibridación generados por RIs lineales analizados por electroforesis 
bidimensional en geles de agarosa. A: El origen de replicación se encuentra fuera del fragmento 
analizado por lo que éste es replicado por una horquilla que recorre dicho fragmento de un extremo al 
otro. B: el fragmento es replicado por una horquilla que entra por uno de los extremos y se detiene antes 
de llegar al otro extremo dando lugar a la acumulación de un RI específico. C: el fragmento es replicado 
por dos horquillas que entran simultáneamente por los dos extremos, del mismo, progresan a la misma 
velocidad y se encuentran en el centro del fragmento. D: el fragmento es replicado por dos horquillas que 
avanzan a la misma velocidad de forma divergente a partir de un origen bidireccional ubicado en el centro 
del fragmento. E: patrón generado por RcIs. 
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La presencia de un obstáculo para la replicación dentro del fragmento implica la 
acumulación de un RI específico con forma de Y, que estará más representado dentro de 
la población, en términos relativos. Debido a ello, esta barrera es detectada como una 
señal puntual de mayor intensidad sobre el arco de Y simples (Figura 3B). Si la 
replicación es unidireccional la barrera también puede detectarse sobre los arcos de 
burbujas e Y dobles. La posición de la señal de acumulación sobre el patrón resultante 
permite localizar la zona del fragmento donde se produce el bloqueo de la replicación. 
 
Cuando la replicación del fragmento en estudio es llevada a cabo por dos 
horquillas de replicación que entran por los extremos y progresan a la misma velocidad 
y en direcciones opuestas, el encuentro de las dos horquillas se produce en el centro 
geométrico del fragmento. En ese momento los RIs adquieren la forma de una X. El 
patrón que se detecta en las autorradiografías se designa con el nombre de arco de Y 
dobles (figura 3C). Este patrón describe una línea recta inclinada que parte de la señal 
1,0x y termina en un punto de movilidad electroforética baja sobre la señal de RcIs 
(cuyas características se describen más adelante). 
 
El patrón de burbujas es el que se genera cuando el fragmento en estudio 
contiene un origen de replicación activo. Si la replicación es bidireccional y el origen se 
encuentra situado en el centro del fragmento en estudio, la activación del origen genera 
una población de RIs con una burbuja interna cuyo tamaño aumenta a medida que 
progresa la replicación. A medida que aumenta la masa de los RIs disminuye su 
movilidad electroforética tanto en primera como en segunda dimensión. Esto hace que 
en los geles bidimensionales estos RIs describan una señal característica en forma de 
arco denominada arco de burbujas (figura 3D). Este arco tiene su punto de origen en la 
señal 1,0x y nunca regresa al arco de Ls. Los resultados experimentales muestran la 
existencia de una inflexión hacia el final de esta curva. Esto se debe a que cuando la 
masa de los RIs con una burbuja interna se aproxima a 2,0x su estructura se hace menos 
compleja, lo que provoca un ligero aumento de su movilidad electroforética. En el caso 
de que el origen no ocupe una posición central, el patrón esperado es mixto (burbuja e Y 
simple) y variará en función de la posición que ocupe el origen. 
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Como ya se mencionó anteriormente, la electroforesis bidimensional en geles de 
agarosa también permite analizar, además de RIs, RcIs. La señal correspondiente 
denominada arco de recombinantes se detecta como una línea recta ligeramente 
inclinada que parte desde la señal 2,0x situada sobre el arco de Ls (figura 3E). Esta 
señal está constituida por moléculas con una masa 2,0x que presentan distinta movilidad 
electroforética durante la segunda dimensión en función del sitio en el que se haya 
producido la recombinación. El RcI que presenta menor movilidad, es decir el más 
complejo, es aquel en el que la recombinación se ha producido exactamente en el centro 
de los dos fragmentos recombinantes. Esta molécula tiene cuatro brazos de idéntica 
longitud. Por el contrario, el RcI que presenta mayor movilidad, es decir el más sencillo, 
es aquel en el que la recombinación ha ocurrido muy cerca de cualquiera de los dos 
extremos (Bell y Byers, 1983). Esta molécula es casi L y migra prácticamente sobre el 
arco de Ls. Este patrón ha sido confirmado mediante microscopía electrónica de 
moléculas de DNA aisladas directamente del gel (Bell y Byers, 1983; Brewer y col., 
1988). 
 
 
1.5. Iniciación y elongación de la replicación. 
 
En todos los organismos, el DNA es copiado para transmitirse a las células hijas 
por una maquinaria molecular llamada replisoma. El replisoma lleva a cabo una serie de 
acciones para separar las dos cadenas de la doble hélice de DNA que se usarán como 
molde durante la replicación (actividad helicasa) y copiar ambas cadenas de DNA 
(actividad polimerasa). Debido a la polaridad de la síntesis de DNA (5´- 3´) una cadena 
es sintetizada de un modo continuo (cadena continua o leading strand) y la otra de 
forma discontinua (cadena discontinua, retrasada o lagging strand) originándose 
fragmentos llamados de Okazaki. Las DNA polimerasas sólo pueden elongar 
oligonucleótidos preexistentes, por ello van asociadas con las primasas que sintetizan 
RNAs en el origen de replicación y en cada fragmento de Okazaki que funcionan como 
cebadores para las DNA polimerasas. En los organismos procariotas, los componentes 
del replisoma y sus mecanismos de acción son bien conocidos (Johnson y O'Donnell, 
2005; McHenry, 2003; Odonnell, 2006). El replisoma de E. coli contiene la helicasa 
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DnaB. Esta enzima es un complejo hexamérico con forma de anillo que se desplaza por 
la hebra molde de la cadena discontinua en dirección 5´- 3´. La apertura de la doble 
hélice se produce por un mecanismo denominado de exclusión estérica por el cual, una 
cadena se mantiene en el interior del anillo mientras que la otra es excluida del mismo, 
forzandose así la separación de ambas cadenas a medida que la helicasa avanza 
(Delagoutte y von Hippel, 2003; Jezewska y col., 1998; Kaplan, 2000). La helicasa 
DnaB interacciona con la primasa DnaG y con una de las subunidades de la DNA 
polimerasa III. La polimerasa replicativa es la DNA PolIIIh (Johnson y O'Donnell, 
2005; McHenry, 2003; O'Donnell y col., 2001), un complejo formado por diez 
subunidades diferentes, incluyendo dos subunidades catalíticas codificadas por el gen 
dnaE y dos subunidades abrazadera que son las responsables de la procesividad de la 
polimerasa y que están codificadas por el gen dnaN (Kong y col., 1992). La unión de la 
polimerasa al DNA, a través de las subunidades abrazaderas, es llevada a cabo por un 
complejo de varios polipéptidos. Estos polipéptidos también juegan un papel 
estructural, ya que acoplan la síntesis de la cadena continua con la síntesis de la cadena 
discontinua interaccionando con las dos polimerasas del complejo (Yuzhakov y col., 
1996). Esto a su vez, acopla la síntesis de DNA con el desenrollamiento del mismo ya 
que la DNA PolIIIh interacciona directamente con la helicasa DnaB. Debido a la 
discontinuidad con la que se sintetiza la cadena retrasada, el replisoma está asociado 
con la RNase H que elimina los cebadores de RNA y la DNA polimerasa I que rellena 
los huecos que deja el RNA degradado. Finalmente la DNA ligasa une los extremos de 
los fragmentos de DNA. Además del conocimiento genético, bioquímico y estructural 
que se tiene de cada uno de los componentes de los replisomas, se ha podido determinar 
que los mismos constituyen verdaderas fábricas o “factorías de replicación” (Bates y 
Kleckner, 2005; Berkmen y Grossman, 2006; Jensen y col., 2001; Lemon y Grossman, 
1998; Meile y col., 2006; Migocki y col., 2004; Molina y Skarstad, 2004; Sherratt y 
col., 2004). 
 
 
1.6. Terminación de la replicación. 
 
En el cromosoma circular de E. coli, la replicación comienza en el origen 
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bidireccional oriC y finaliza en una región situada aproximadamente a 180º del origen 
que se denomina región terminadora de la replicación. Esta región está flanqueada por 
unas secuencias de terminación específicas denominadas sitios Ter. Las dos horquillas 
de replicación avanzan en direcciones opuestas hasta que se encuentran con las 
secuencias Ter orientadas en la polaridad adecuada (deMassy y col., 1987; Hidaka y 
col., 1988; Hill y col., 1987; Hill y col., 1988). E.coli contiene al menos diez sitios Ter, 
TerA, TerD, TerE, TerI y TerH detienen las horquillas que avanzan en sentido contrario 
al de las agujas del reloj y TerB, TerC, TerF, TerG y TerJ detienen las horquillas que 
avanzan en el mismo sentido que las agujas del reloj (Baker, 1995; Bussiere y col., 
1995; Hill, 1992; Neylon y col., 2005). A los sitios Ter se une la proteína Tus (de 
“Terminator utilization substance”) en forma monomérica (Hill y col., 1988; Hill y col., 
1989; Kobayashi y col., 1989; Sista y col., 1989) de manera que los complejos Ter-Tus 
bloquean la actividad de la principal helicasa replicativa en E. coli, la DnaB, sólo 
cuando la helicasa se encuentra con estos complejos orientados con la polaridad 
adecuada (Hiasa y Marians, 1992; Khatri y col., 1989). La síntesis de la cadena continua 
se detiene en un sitio muy próximo al complejo Ter-Tus, mientras que el final de la 
cadena discontinua se localiza entre 50 y 60 nucleótidos por detrás del sitio del bloqueo, 
lo que conlleva a que un segmento de la hebra molde de la cadena discontinua quede en 
forma de cadena sencilla en la horquilla detenida.  
 
 
1.7. Bloqueo del progreso de las horquillas de replicación. 
 
Todas las células deben replicar su genoma con precisión con el fin de transmitir 
la información genética correcta de generación en generación. Sin embargo, incluso en 
condiciones normales, existen impedimentos biológicos como alteraciones en las bases 
nitrogenadas, aductos en el DNA, roturas de la doble hélice, proteínas unidas al DNA, 
estructuras secundarias que puede adoptar el DNA o limitaciones en la procesividad de 
la maquinaria replicativa que pueden bloquear el avance del replisoma (Courcelle y 
Hanawalt, 2003; Cox y col., 2000). Se ha demostrado que algunos tipos de lesiones en 
el DNA enlentecen o bloquean totalmente el progreso de las horquillas de replicación, 
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lo que eventualmente puede conducir a reordenamientos cromosómicos e inestabilidad 
genómica, características típicas de las células tumorales (Hickson, 2003). 
 
En las células los procesos de replicación cromosómica, progresión del ciclo 
celular, reparación del DNA, recombinación y cohesión entre cromátidas hermanas 
están coordinados con el fin de evitar la inestabilidad genómica (Bell y Dutta, 2002; 
Nasmyth, 2001). Un fallo en cualquiera de estos procesos puede conducir a la aparición 
de lesiones en el DNA, mutaciones, reordenamientos cromosómicos y cáncer. Para 
evitar todos estos problemas, los organismos poseen sistemas de detoxificación y 
reparación que reducen el daño producido en el DNA (Friedberg, 1995; Lindahl y 
Wood, 1999) y sistemas de control a lo largo del ciclo celular que permiten que las 
células se dividan sólo si han completado con éxito todos los procesos esenciales 
(Tercero y Diffley, 2001; Zhou y Elledge, 2000). Además, existen mecanismos que 
controlan la estabilidad de las horquillas de replicación detenidas (Lopes y col., 2001; 
Sogo y col., 2002; Tercero y Diffley, 2001) y la asociación del replisoma con la 
horquilla de replicación (Cobb y col., 2003; Lucca y col., 2004). Algunos mecanismos 
de reparación incluyen procesos que permiten restablecer el replisoma en horquillas 
detenidas (Cox y col., 2000; Heller y Marians, 2006b; Marians, 2004; McGlynn y 
Lloyd, 2000; Michel, 2000; Michel y col., 2004; Sandler, 2000). Se cree que las células 
aseguran así que la replicación sea un proceso completo y preciso, ya que la fidelidad de 
la replicación es requerida para mantener la integridad del genoma. De hecho, los 
reordenamientos que ocurren en el genoma de la mayoría de los organismos son debidos 
a un procesamiento inapropiado de las horquillas de replicación detenidas (Carr y 
Kaguni, 2002; Kolodner y col., 2002).  
 
Los estudios llevados a cabo en las últimos años han permitido demostrar que las 
estrategias empleadas por las células para restablecer la replicación dependen tanto de la 
causa por la que las horquillas de replicación se detienen como de la cadena del DNA 
en la que se encuentra el obstáculo (Heller y Marians, 2005; Heller y Marians, 2006a; 
Higuchi y col., 2003; McGlynn y Lloyd, 2002; McInerney y ODonnell, 2004; Michel y 
col., 2001; Michel y col., 2004; Pages y Fuchs, 2003). Estudios recientes en los que se 
han empleado plásmidos circulares como modelos indican que cuando las lesiones se 
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producen en la hebra molde de la cadena continua se inhibe totalmente la progresión de 
la maquinaria replicativa tanto in vivo como in vitro (Higuchi y col., 2003; McInerney y 
ODonnell, 2004; Pages y Fuchs, 2003). Comparativamente, lesiones en la hebra molde 
de la cadena discontinua no provocan una parada de las horquillas de replicación, por el 
contrario, permiten que las moléculas resultantes sean completamente replicadas con 
roturas de cadena sencilla en las regiones opuestas a la lesión (Higuchi y col., 2003; 
McInerney y ODonnell, 2004). Sin embargo, independientemente de la causa del 
bloqueo, éste tiene que ser eliminado o sobrepasado y la replicación restablecida.  
 
Se ha propuesto que uno de los procesos que podrían ocurrir durante la 
reparación de lesiones en el DNA que bloquean el progreso de las horquillas es la 
formación de horquillas de replicación en retroceso.  
 
 
1.8. Mecanismos de formación de horquillas de replicación en retroceso. 
 
Hace ya más de 30 años, Higgins y colaboradores estudiaron los efectos del 
agente mutagénico metilmetanosulfonato sobre la replicación del DNA en células 
humanas. Propusieron que las horquillas de replicación bloqueadas podrían dar lugar a 
la formación de uniones de tipo Holliday, lo que podría permitir la reparación de la 
lesión inducida por este agente en la hebra molde de la cadena continua y así permitir el 
restablecimiento de la replicación (Higgins y col., 1976). Posteriormente, la formación 
de estas estructuras in vivo ha sido utilizada para explicar la presencia de dobles hélices 
de DNA en las que ambas cadenas eran nacientes en organismos eucariotas (Nilsen y 
Baglioni, 1979; Wanka y col., 1977). La formación de estas estructuras también se ha 
propuesto en RIs aislados de huevos de Drosophila melanogaster (Inman, 1984). 
 
Estas estructuras semejantes a HJs también se conocen con el nombre de 
horquillas de replicación en retroceso (Michel, 2000; Viguera y col., 2000) o 
chickenfoot (Postow y col., 2001). 
 
Ha sido a partir del año 2000 cuando se ha propuesto que las horquillas de 
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replicación en retroceso podrían jugar un papel fundamental en el restablecimiento de la 
replicación mediante recombinación de las horquillas detenidas en bacterias. En E. coli, 
las horquillas en retroceso podrían formarse a partir de horquillas detenidas en los sitios 
de terminación (Louarn y col., 1991), de la detención de la RNA polimerasa 
(McGlynn y Lloyd, 2000) o debido a una helicasa replicativa mutante (Michel y col., 
2000; Seigneur y col., 1998). Además, se ha postulado que en levaduras las horquillas 
de replicación detenidas en el DNA ribosómico también podrían retroceder (Defossez y 
col., 1999). En el año 2000, Viguera y colaboradores estudiaron al microscopio 
electrónico RIs digeridos con las horquillas de replicación detenidas en un sitio 
específico. Algunos de estos RIs presentaban una estructura de tipo Holliday en una de 
las dos horquillas de la burbuja replicativa. La correspondencia entre la longitud del 
llamado cuarto brazo de estas estructuras y la reducción del tamaño de la burbuja de 
replicación les llevó a confirmar que se trataba de horquillas de replicación en retroceso 
inducidas in vitro (Viguera y col., 2000). 
 
El mecanismo por el que se produce el retroceso de las horquillas es aún hoy 
desconocido, aunque se han propuesto varios modelos en función de la causa que 
provoque el bloqueo de la horquilla de replicación. 
 
 
1.8.1. Formación de horquillas en retroceso mediada por RecA. 
 
La implicación de RecA en la formación de horquillas de replicación en 
retroceso ha sido investigada in vivo en mutantes para proteínas implicadas en la 
replicación. Se ha propuesto que en mutantes termosensibles para la helicasa replicativa 
DnaB de E. coli, la proteína RecA podría catalizar directamente la formación de 
horquillas en retroceso (Seigneur y col., 2000). RecA se uniría a la región de cadena 
sencilla de la hebra molde de la cadena discontinua. A continuación el filamento 
nucleoproteico invadiría la secuencia homóloga en la cadena continua, formando así 
una HJ susceptible de migrar y hacer retroceder la horquilla. Este mecanismo sería 
exclusivo de mutantes dnaBts, ya que en otros mutantes de replicación como rep, que 
codifica para una helicasa replicativa accesoria, y en tres mutantes para la DNA PolIIIh 
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(dnaEts, dnaNts y holD, que codifica para una subunidad de las proteínas que unen las 
subunidades abrazaderas al DNA), el retroceso de las horquillas es independiente de 
RecA (Flores y col., 2001; Grompone y col., 2002; Seigneur y col., 1998). 
 
 
1.8.2. Formación de horquillas en retroceso mediada por helicasas que reconocen 
estructuras ramificadas. 
 
Algunos autores han propuesto a las helicasas como posibles candidatas a 
reconocer estructuras con forma de horquilla y a anillar las dos cadenas nacientes del 
DNA replicativo. 
 
 
1.8.2.1. Formación de horquillas en retroceso mediada por RecG. 
 
RecG es una helicasa que in vitro es capaz de transformar una estructura con 
forma de horquilla en una HJ (McGlynn y col., 1997; McGlynn y Lloyd, 2000; 
McGlynn y Lloyd, 2001b; Singleton y col., 2001). Esta enzima también tiene afinidad 
por las HJs, se une a estas estructuras como un monómero y, dependiendo de las 
condiciones de la reacción, puede promover la migración de la HJs en dirección 3´- 5´ o 
5´- 3´ de un modo dependiente de ATP (Lloyd y Sharples, 1993; McGlynn y Lloyd, 
2001b; Whitby y col., 1993). Adicionalmente, RecG es capaz de unirse y desenrollar 
estructuras sintéticas de tres brazos, convirtiéndolas en estructuras de cuatro brazos, 
estructuras ramificadas que recuerdan a las HJs (McGlynn y Lloyd, 1999). Se ha 
propuesto que esta proteína podría inducir in vivo tanto el retroceso de las horquillas 
detenidas como la formación de una horquilla a partir de una HJ (Ishioka y col., 1997; 
Lloyd y Buckman, 1991; Lloyd y Sharples, 1993; McGlynn y Lloyd, 2000; McGlynn y 
Lloyd, 2001a; McGlynn y Lloyd, 2001b; Whitby y Lloyd, 1998). Además, RecG es 
capaz de desenrollar híbridos DNA-RNA (Vincent y col., 1996), lo que podría facilitar 
la reactivación de las horquillas detenidas, ya que en el extremo 5’ de la cadena 
discontinua puede encontrarse el RNA cebador del último fragmento de Okazaki. 
Evidencias genéticas sugieren que RecG podría estar implicada en el retroceso de las 
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horquillas de replicación bloqueadas debido al encuentro de la RNA polimerasa con una 
lesión en células irradiadas con luz UV (McGlynn y Lloyd, 2000). 
 
 
1.8.2.2. Formación de horquillas en retroceso mediada por RuvAB. 
 
La proteína RuvA purificada forma un tetrámero que in vitro se une a las HJs y 
recluta dos anillos hexámericos de la proteína RuvB (Lloyd y Sharples, 1993; Rafferty y 
col., 1996). RuvA y RuvB juntas tienen actividad helicasa y pueden desenrollar, de un 
modo dependiente de ATP, el DNA localizado en las horquillas de replicación en la 
dirección adecuada para generar una HJ in vitro, aunque este complejo preferentemente 
desenrolla el DNA en la dirección opuesta (McGlynn y Lloyd, 2001a; Parsons y West, 
1993; Parsons y Tegtmeyer, 1992). Investigaciones recientes han revelado que en tres 
estirpes mutantes para proteínas implicadas en la replicación del cromosoma de E. coli, 
dnaEts, holD y rep, la formación de horquillas en retroceso es dependiente de RuvAB 
(Baharoglu y col., 2006).  
 
 
1.8.2.3. Formación de horquillas en retroceso mediada por RecQ. 
 
La helicasa RecQ está implicada en minimizar la recombinación ilegítima en E. 
coli (Hanada y col., 1997) y es capaz de desenrollar varios tipos de estructuras 
ramificadas in vitro (Harmon y Kowalczykowski, 1998). Estudios llevados a cabo in 
vivo indican que RecQ desenrolla la cadena discontinua de las horquillas de replicación 
detenidas para promover la degradación específica de esta cadena por la exonucleasa 
RecJ (Courcelle y Hanawalt, 1999). Se ha sugerido que esta degradación facilitaría la 
estabilización de las horquillas detenidas promoviendo la unión al DNA de RecA junto 
con las proteínas accesorias RecF y RecR (Courcelle y col., 1999). 
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1.8.2.4. Formación de horquillas en retroceso mediada por PriA. 
 
Otra de las helicasas descritas en E. coli capaz de unirse y desenrollar estructuras 
con forma de horquilla es PriA (McGlynn y col., 1997). Además de la participación de 
PriA en la reactivación de horquillas (Heller y Marians, 2006b; Kolodner y col., 2002; 
Michel y col., 1997; Sogo y col., 2002), esta proteína es capaz de unirse a moléculas de 
DNA que presenten una estructura con forma de horquilla y promover el 
desenrollamiento del extremo 5’ de la cadena discontinua (Jones y Nakai, 2001). Sin 
embargo, aunque se ha sugerido su posible participación en el retroceso de las 
horquillas, no existen evidencias experimentales que así lo indiquen.  
 
 
1.8.2.5. Formación de horquillas en retroceso mediada por UvrD. 
 
La proteína UvrD, también denominada helicasa II en E. coli, fue originalmente 
identificada como una proteína requerida para desplazar las cadenas de DNA rotas 
durante los procesos de reparación (Modrich, 1994; Sancar, 1996). In vitro, UvrD es 
capaz de desenrollar DNA de cadena doble en dirección 3´- 5´ a partir de una región de 
cadena sencilla en el extremo 3´ (Matson, 1986), de una una rotura de cadena sencilla o 
de un extremo romo (Runyon y col., 1990). Estudios llevados a cabo in vitro han 
demostrado que UvrD es capaz de desenrollar estructuras de DNA con forma de 
horquilla (Cadman y col., 2006). Adicionalmente, esta helicasa puede desenrollar 
también híbridos DNA-RNA (Matson, 1989). Se ha propuesto que UvrD juega un papel 
crucial después de la parada de las horquillas de replicación participando en los 
primeros pasos de la formación de horquillas en retroceso en mutantes para la DNA 
PolIIIh (Flores y col., 2004). Esta enzima podría unirse a las horquillas detenidas y 
desenrollar tanto la cadena continua como la retrasada o bien sólo una de ellas, siendo la 
otra desenrollada por otra proteína. Otra actividad que podría llevar a cabo esta helicasa, 
y que no excluye a las anteriores, sería la eliminación de las proteínas unidas a las 
horquillas inactivadas y de esta modo permitir el retroceso de las horquillas catalizado 
por otras proteínas (Flores y col., 2004). 
 
 30
 
                                                                                                                                                             Introducción  
1.8.3. Formación de horquillas en retroceso mediada por superenrollamiento 
positivo. 
 
Recientemente, se ha propuesto que el retroceso de las horquillas de replicación 
detenidas podría ocurrir sin necesidad de una reacción enzimática. Se ha postulado que 
el superenrollamiento (+) del DNA molde es capaz de provocar el desenrollamiento de 
las horquillas de replicación detenidas y formar HJs in vivo (Olavarrieta y col., 2002b; 
Postow y col., 2001). Cuando se analizan in vitro RIs con las horquillas detenidas en un 
sitio específico en geles bidimensionales de agarosa en los que la segunda dimensión 
transcurre en presencia de un agente intercalante que induce superenrollamiento (+), se 
observa que al contrario de lo que ocurre con las formas no replicadas, los RIs no 
adquieren superenrollamiento (+) una vez que han perdido todo su superenrollamiento 
(-) nativo. En presencia de determinadas concentraciones de un agente intercalante la 
movilidad electroforética de los RIs es igual al de las moléculas con una o más roturas 
de cadena simple (Olavarrieta y col., 2002b; Postow y col., 2001). El análisis al 
microscopio electrónico de una muestra enriquecida en estas moléculas en presencia de 
un agente intercalante permitió detectar algunos RIs en los que una de las dos horquillas 
de la burbuja replicativa acumulada presentaba una estructura que recordaba a uniones 
de tipo Holliday (Olavarrieta y col., 2002b). Estas observaciones llevaron a los autores a 
proponer que, al menos in vitro, el superenrollamiento (+) se transforma en un retroceso 
de las horquillas de replicación detenidas.  
 
 
1.9. Estudio de moléculas con horquillas de replicación en retroceso mediante 
electroforesis en geles bidimensionales de agarosa. 
 
Una de las preguntas que nos planteamos al comenzar la presente tesis doctoral 
era si el retroceso de las horquillas de replicación detenidas in vivo e inducido por 
superenrollamiento (+) in vitro es independiente del mecanismo que indujo el bloqueo 
de las mismas. Para contestar a esta pregunta decidimos utilizar un plásmido distinto a 
los empleados tanto por Olavarrieta y colaboradores (Olavarrieta y col., 2002b) como 
por Postow y colaboradores (Postow y col., 2001). En el plásmido empleado las 
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horquillas de replicación se detienen en una secuencia distinta a TerE. Este plásmido se 
denomina pHH 1,5 y contiene dos orígenes de replicación ColE1 unidireccionales 
orientados en sentido contrario, siendo la distancia entre ambos de 1,5 Kb. En el caso de 
plásmidos que contienen dos orígenes de replicación unidireccionales y orientados en 
sentido opuesto solamente uno de los dos es activo en cada ronda replicativa, a pesar de 
que ambos son igualmente competentes para iniciar la replicación (Martín-Parras y col., 
1991; Martín-Parras y col., 1992; Schvartzman y col., 1993; Viguera y col., 1996). 
Cuando las horquillas de replicación que se inician en el origen activo del plásmido se 
encuentran con el origen silenciado, la helicasa replicativa DnaB de E. coli es incapaz 
de resolver el híbrido DNA-RNAII presente en el mismo. Esto provoca que las 
horquillas de replicación se detengan en el origen silenciado, actuando así este origen 
como una barrera polar para las horquillas de replicación (Santamaría y col., 1998). 
Para comprobar si el superenrollamiento (+) inducido por agentes intercalantes se 
transforma en el retroceso de las horquillas de replicación detenidas en un origen de 
replicación inactivo, estudiamos el efecto de la Chl sobre la topología de los RIs de 
pHH 1,5. La Chl es una molécula de pequeño tamaño, que como la mayoría de los 
agentes intercalantes, se intercala entre las dos cadenas de la doble hélice del DNA, 
provocando un desenrollamiento parcial de la molécula en el sitio en el que se intercala. 
En el caso de CCCs negativamente superenrollados, este desenrollamiento lleva primero 
a una disminución del superenrollamiento (-) hasta que los plásmidos se relajen por 
completo, es decir hasta que su Wr sea igual a 0. A partir de ese momento, la 
incorporación de cantidades crecientes del agente intercalante hace que los plásmidos 
adquieran superenrollamiento (+) (Bauer y Vinograd, 1968). 
 
La capacidad de los geles unidimensionales de agarosa no es la adecuada para 
resolver topoisómeros con alta densidad de superenrollamiento, de manera que la 
movilidad electroforética de todos ellos es idéntica a pesar de que su densidad de 
superenrollamiento sea diferente. Para mejorar la resolución de los topoisómeros de una 
población con alta densidad de superenrollamiento, la electroforesis se lleva a cabo en 
presencia de un agente intercalante, generalmente Chl. Como ya se indicó 
anteriormente, concentraciones bajas de Chl inducen un desenrollamiento parcial de la 
doble hélice, por lo que los topoisómeros que están muy negativamente superenrollados 
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pierden parte de ese superenrollamiento (-) y así pueden ser resueltos en el gel de 
agarosa. Otra limitación de los geles unidimensionales de agarosa es que no permiten el 
análisis de una mezcla de moléculas que incluya topoisómeros negativa y positivamente 
superenrollados con distinta densidad de superenrollamiento. Para resolver este 
problema se utiliza la electroforesis en geles bidimensionales, en los que tanto la 
primera como la segunda dimensión se desarrollan en ausencia o en presencia de un 
agente intercalante. En la presente tesis doctoral también nos hemos preguntado si es 
posible resolver toda la población de topoisómeros presentes en una muestra de 
moléculas parcialmente replicadas. Para ello, decidimos analizar los RIs de un plásmido 
en el que las horquillas de replicación se detienen en la secuencia TerE en geles 
bidimensionales de agarosa en los que tanto la primera como la segunda dimensión 
transcurren en presencia de distintas concentraciones de Chl.  
 
Como se ha explicado anteriormente, se ha propuesto que la causa de que los RIs 
no recuperen movilidad electroforética en presencia de concentraciones moderadas de 
un agente intercalante es la formación y el retroceso de las horquillas de replicación 
(Olavarrieta y col., 2002b; Postow y col., 2001). Pero la única evidencia experimental 
que apoya esta hipótesis es la detección al microscopio electrónico de un número 
limitado de RIs en los que una de las horquillas de replicación presentaba una estructura 
de tipo Holliday. Con el fin de confirmar esta hipótesis decidimos estudiar la movilidad 
electroforética de RIs en los que el retroceso de las horquillas fue selectivamente 
inhibido. Para ello empleamos otro agente intercalante, el Pso, que impide la formación 
de horquillas de replicación en retroceso. El Pso pertenece a la familia de las 
furanocumarinas, que está constituída por moléculas planares tricíclicas y aromáticas 
fotosensibilizantes (Cimino y col., 1985). Estas moléculas fotorreaccionan con los 
ácidos nucleicos formando enlaces covalentes con los carbonos presentes en las bases 
pirimidínicas. Esta reacción ocurre en presencia de luz UV de alta longitud de onda 
(320-400 nm), que no afecta a los ácidos nucleicos, y puede ser revertida con luz UV de 
baja longitud de onda (254 nm). La reacción se produce en dos etapas, primero el Pso se 
intercala entre las dos cadenas de la doble hélice del DNA y a continuación, la luz UV 
hace que el Pso absorba fotones. La absorbancia de un fotón promueve la formación de 
un anillo de ciclobutano entre el Pso y una base pirimidínica presente en una de las 
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cadenas de DNA. Si una misma molécula de Pso forma enlaces con las bases 
pirimidínicas de las dos cadenas complementarias, éstas quedan unidas covalentemente. 
Esta propiedad de las furanocumarinas hace que el Pso sea muy útil para establecer 
enlaces covalentes entre las dos cadenas de una doble hélice. En los RIs estos enlaces 
covalentes evitarían la separación de las cadenas nacientes de sus respectivas parentales, 
lo que en teoría debería impedir la formación de horquillas en retroceso. El tratamiento 
del DNA con Pso y la irradiación con luz UV antes de la exposición de los RIs a otro 
agente intercalante nos permitirá demostrar si estos RIs ahora sí son capaces de adquirir 
superenrollamiento (+). 
 
Olavarrieta y colaboradores (Olavarrieta y col., 2002b) observaron que los RIs 
de plásmidos de replicación autónoma con las horquillas detenidas sí son capaces de 
recuperar cierta movilidad electroforética en presencia de concentraciones altas de 
EthBr in vitro. Para explicar esta observación se consideraron dos posibilidades: a) En 
la figura 4 se esquematiza el retroceso de una horquilla de replicación en un plásmido 
parcialmente replicado con la horquilla detenida. La extrusión del denominado cuarto 
brazo generaría dos tipos de moléculas, una de ellas sería una molécula L 
correspondiente a la doble hélice formada por las dos cadenas nacientes extruídas y la 
otra sería una molécula CCC correspondiente a la doble hélice formada por las dos 
cadenas parentales que reaparearían cuando las nacientes se hayan extruído. Como 
puede observarse en la figura 4 a medida que aumenta la longitud del cuarto brazo 
disminuye el tamaño de la burbuja acumulada, lo que podría hacer que estos RIs 
ganaran movilidad dependiendo de cuanto haya retrocedido la horquilla. b) Por otro 
lado, es posible que los RIs parcialmente replicados sí puedan adquirir 
superenrollamiento (+) si las horquillas de replicación dejan de retroceder. En la 
presente tesis doctoral hemos planteado distintos abordajes experimentales para 
distinguir entre estas dos posibilidades. 
 
Finalmente, la electroforesis bidimensional en geles de agarosa (Brewer y 
Fangman, 1987) también ha sido empleada en los últimos años para analizar RIs de 
células expuestas a diferentes tipos de agentes que producen daño en el DNA. En estos 
casos se analizaron dichos RIs después de su digestión con enzimas de restricción 
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(Courcelle y col., 2003; Chow y Courcelle, 2004; Lopes y col., 2003; Lopes y col., 
2001). En las autorradiografías de estos geles bidimensionales se observó una señal 
difusa en forma de cono que fue denominada cone-signal. La detección de esta señal 
llevó a los autores de estos trabajos a proponer que las moléculas responsables de este 
patrón contenían horquillas de replicación que habían retrocedido in vivo (Lopes y col., 
2001). De hecho, la observación de este patrón es actualmente interpretada como una 
evidencia directa de que el retroceso de las horquillas es un fenómeno que ocurre in vivo 
(Courcelle y col., 2003; Chow y Courcelle, 2004; Lopes y col., 2003; Lopes y col., 
2001; Noguchi y col., 2003; Vengrova y Dalgaard, 2004). 
 
 
 
 
Figura 4: Esquema de la formación de una horquilla en retroceso y progresión de la misma en un 
RI con una burbuja interna. A: Esquema de un RI que contiene una burbuja interna acumulada debido 
a la detención de la horquilla de replicación que se inicia en el origen unidireccional, indicado con una 
flecha de color negro. La doble hélice de DNA se representa con una línea única de color negro con el fin 
de facilitar el esquema. La horquilla detenida podría retroceder, formandose así un cuarto brazo, que sería 
una doble hélice de DNA constituida por las cadenas nacientes apareadas y que se representa como una 
línea de color rojo (B). A medida que la horquilla siguiera retrocediendo aumentaría la longitud del cuarto 
brazo en la misma proporción con la que se reduciría el tamaño de la burbuja (C-E). Finalmente, la 
horquilla podría retroceder hasta que el cuarto brazo saliera por uno de los extremos de la burbuja, 
originándose así dos tipos de moléculas (F). 
 
 
Sin embargo, la interpretación de que la señal en forma de cono detectada en 
estirpes mutantes para algunas proteínas implicadas en procesos de reparación sea 
debida a RIs en los que se ha producido un retroceso de las horquillas de replicación in 
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vivo es cuestionable ya que un patrón idéntico, que se denominó triangular-smear, fue 
detectado en las autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales en los que 
se analizaron RIs aislados de células de estirpes salvajes de diferentes especies que no 
fueron expuestas a ningún agente que provoque un bloqueo de las horquillas. En esos 
trabajos se propuso que esta señal podría ser debida a moléculas en las que la 
terminación de la replicación ha ocurrido en distintos sitios (Dijkwel y col., 1991; 
Duncker y col., 1999; Hyrien y Mechali, 1992; Hyrien y Mechali, 1993; Little y col., 
1993; Mahbubani y col., 1992; Santamaría y col., 2000; Schvartzman y col., 1990; 
Vaughn y col., 1990; Veaute y Sarasin, 1997; Zhu y col., 1992). Un aspecto muy 
importante a tener en cuenta es que en todos estos estudios, el bloqueo de las horquillas 
de replicación, ya sea provocado por la presencia de una lesión en el DNA o debido al 
encuentro de dos horquillas de replicación que avanzan en sentido contrario, no ocurre 
en un sitio específico sino al azar, lo que dificulta seriamente su caracterización.  
 
En la presente tesis doctoral nos hemos propuesto estudiar el retroceso de las 
horquillas en RIs de plásmidos de replicación autónoma en los que las horquillas se 
detienen en un sitio concreto (Olavarrieta y col., 2002b). En estos plásmidos, las 
horquillas se detienen debido a la presencia de la secuencia terminadora de la 
replicación TerE, de E.coli, en la orientación adecuada para bloquear el progreso de la 
horquilla de replicación que se inicia en el origen unidireccional ColE1 del plásmido. 
Como ya se describió anteriormente, la proteína Tus se une a las secuencias Ter y los 
complejos Ter-Tus actúan como barreras polares para el progreso de las horquillas de 
replicación (Bastia y Mohanty, 1996; Hill, 1992). Si el retroceso de las horquillas 
detenidas ocurre in vivo, la señal generada debería aparecer en todos aquellos 
fragmentos de restricción que contengan la secuencia Ter, independientemente de su 
tamaño. En la figura 5 se muestra un análisis teórico de cómo se produciría la formación 
y el retroceso de las horquillas en fragmentos de restricción de distintos tamaños con 
una horquilla detenida. En la parte izquierda de la figura 5 (figura 5I) se muestra la 
población de RcIs con forma de X que se generarían como resultado de un único evento 
de recombinación entre dos fragmentos idénticos que podría ocurrir en diferentes sitios 
a lo largo de los dos fragmentos de DNA, desde uno de los extremos hasta el otro. Uno 
de los fragmentos se representa en color azul y el otro en color rojo. Como ya se explicó 
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anteriormente, la masa de todos estos RcIs es idéntica, 2,0x. A continuación se 
representan tres RIs en los que la horquilla se ha detenido cuando la replicación ha 
alcanzado el 81% (figura 5II), el 60% (figura 5III) o el 26% (figura 5IV) del fragmento. 
La masa de los RIs acumulados sería por tanto 1,81x, 1,60x y 1,26x, es decir, 1,81, 1,60 
y 1,26 veces la masa del fragmento no replicado. Las barras de color verde representan 
el sitio en el que se ha producido el bloqueo de las horquillas. Las cadenas parentales 
que sirvieron como molde durante la replicación se representan en color negro y las 
cadenas nacientes de nueva síntesis se representan en color rojo. Las moléculas con 
horquillas de replicación en retroceso se representan de dos modos diferentes. Para 
facilitar la comparación de estas moléculas con los RcIs, los fragmentos con horquillas 
en retroceso se giraron 90º. De esta forma se generó una serie de moléculas ramificadas 
en las que la HJ estaría en distintas posiciones entre la secuencia TerE y el extremo 3’ 
del fragmento dependiendo de cuanto haya retrocedido la horquilla. En todos los casos, 
todas las moléculas tienen la misma masa. Debido a ello, todas deberían tener casi la 
misma movilidad electroforética durante la primera dimensión y sólo sufrir un cambio 
de movilidad durante la segunda dimensión, ya que la formación de horquillas en 
retroceso provocaría un retraso o una aceleración de su movilidad electroforética 
dependiendo de la posición que ocupe la HJ en cada molécula en particular. En la parte 
inferior y a la izquierda de la figura 5 se representan los tres patrones básicos que se 
detectan en un gel bidimensional cuando se analiza la replicación de fragmentos de 
DNA L (figura 5A). Estos patrones fueron descritos en el apartado 1.4.1 de la 
Introducción. El arco de Y simples se representa en color rojo, el arco de Y dobles en 
color verde y el arco de burbujas en color azul. El arco de Ls y el de recombinantes se 
representan con líneas de color negro. En la figura 5B se representa la señal en forma de 
cono descrita por otros autores (CordonPreciado y col., 2006; Cotta-Ramusino y col., 
2005; Courcelle y col., 2003; Chow y Courcelle, 2004; Donaldson y col., 2006; Lopes y 
col., 2003; Lopes y col., 2001; Lopes y col., 2006; Noguchi y col., 2003; Vengrova y 
Dalgaard, 2004). Esta señal aparece como un triángulo difuso que se extiende desde la 
porción descendente del arco de Y simples hasta el arco de recombinantes. Los patrones 
que eventualmente generarían en geles bidimensionales de agarosa las poblaciones 
correspondientes a los fragmentos I, II, III y IV yuxtapuestos, se representan en la figura 
5C y si las horquillas de replicación se detienen cuando se encuentran con lesiones que 
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se producen al azar y retroceden, la masa de los RIs con horquillas de replicación en 
retroceso variaría entre 1,0x y 2,0x. Por lo tanto, el patrón que deberían generar no 
correspondería a una señal en forma de cono, tal y como se representa en la figura 5B, 
sino a una señal difusa cuya área limitaría con el arco de recombinantes por la izquierda 
y con la porción ascendente del arco de Y simples por la derecha. Este patrón se 
representa en la figura 5D. 
 
 
 
 
Figura 5: Análisis teórico de los patrones que originarían en geles bidimensionales de agarosa RIs 
Ls con horquillas de replicación en retroceso. Panel I: RcIs en los que se ha producido un único evento 
de recombianción en diferentes sitios, desde un extremo al otro, de dos moléculas idénticas. Una 
molécula está representada en color rojo y la otra en color azul. Paneles II-IV: RIs en los que la horquilla 
se ha detenido cuando se había replicado el 81% (Panel II), el 57% (Panel III) o el 26% (Panel IV) de la 
molécula. Las cadenas parentales se representan en color negro y las cadenas nacientes en color rojo. La 
barra de color verde representa el sitio en el que las horquillas se detienen en cada uno de los fragmentos 
analizados. Las moléculas se representan de dos formas diferentes para que la comparación con los RcIs 
sea más evidente. A: Patrones clásicos que se obtienen cuando se analizan moléculas linearizadas por 
electroforesis bidimensional. B: Señal en forma de cono. C: Señales esperadas cuando se analizan los 
fragmentos representados en los paneles I-IV. D: Patrón esperado cuando se analizan una población 
heterogénea de moléculas en las que las horquillas se han detenido y han retrocedido al azar. 
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2. OBJETIVOS 
 
   
 
 
 
 
                                                                                                                                                                    Objetivos 
1. Estudiar el efecto de agentes intercalantes sobre la movilidad electroforética de 
RIs de plásmidos de replicación autónoma que contienen dos orígenes de 
replicación unidireccionales y orientados en sentido contrario. 
 
2. Estudiar el efecto de la presencia de agentes intercalantes tanto durante la primera 
como durante la segunda dimensión, con el fin de incrementar la resolución de los 
geles bidimensionales de agarosa para diferenciar todos los topoisómeros 
presentes en una población heterogénea de RIs. 
 
3. Comprobar si la movilidad electroforética de los RIs de plásmidos de replicación 
autónoma con las horquillas detenidas cambia en presencia de agentes 
intercalantes cuando se impide la formación de horquillas de replicación en 
retroceso. 
 
4. Determinar por qué los RIs de plásmidos de replicación autónoma con las 
horquillas de replicación detenidas recuperan movilidad electroforética en 
presencia de concentraciones altas de EthBr. 
 
5. Comprobar si tratamientos que favorecen el desplazamiento de las HJs in vitro, 
inducen la extrusión de la doble hélice formada por las cadenas nacientes en los 
RIs con horquillas de replicación en retroceso. 
 
6. Analizar la movilidad electroforética en geles bidimensionales de agarosa y los 
patrones de hibridación generados por RIs con horquillas de replicación en 
retroceso una vez que son digeridos con enzimas de restricción. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
   
 
 
 
 
 
                                                                                                                                             Materiales y Métodos 
3.1. Material biológico. 
 
La estirpe de E. coli utilizada en este trabajo es DH5αF': [F’/endA1, hsdR17(rK-
mK+), supE44, thi-1, recA1, gyrA, Nalr, relA1, Δ(lacZYA-argF)U169, (m80lacZΔM15)]. 
 
 
3.2. Medios de cultivo. 
 
3.2.1. Medios de cultivo líquido. 
 
Rutinariamente las células bacterianas se cultivaron en medio LB líquido (triptona 
al 1% (p/v), extracto de levadura al 0,5% (p/v) y 85 mM de NaCl pH 7,5) a una 
temperatura de incubación de 37ºC con agitación orbital (250 rpm). Para la selección de 
transformantes se utilizó la Amp como antibiótico a una concentración de 100 μg/ml.  
 
3.2.2. Medios de cultivo sólido. 
 
Los cultivos bacterianos en medio sólido se realizaron en placas de Petri de 9 cm 
de diámetro con 25 ml de medio LB al que se añadió agar al 1,5%. Las placas se 
incubaron en posición invertida, de 12 a 18 horas en una estufa a 37°C. 
 
 
3.3. Reactivos. 
 
Las sales, ácidos, bases orgánicas y compuestos inorgánicos utilizados fueron 
facilitados por Merck, Bio-Rad, Sigma, Promega, Difco, Qiagen, Amersham y 
Boehringer Mannheim (Roche Molecular Biochemicals). 
 
Los tampones de electroforesis empleados (TBE, TAE, etc), se prepararon según 
Sambrook y colaboradores (Sambrook y col., 1989).  
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 Para la extracción de DNA a partir de geles de agarosa se utilizó el Genclean II 
Kit de Boehringer Mannheim (Roche Molecular Biochemicals). 
 
 
3.4. Enzimas. 
 
 Se utilizaron los siguientes productos: 
*Lisozima de Sigma.  
*RNase A de Boehringer Mannheim (Roche Molecular  Biochemicals). 
*Proteinasa K de Boehringer Mannheim (Roche Molecular 
Biochemicals). 
 
 Las endonucleasas de restricción fueron suministradas por New England 
Biolabs, MBI Fermentas y Boehringer Mannheim (Roche Molecular Biochemicals). En 
todos los casos se siguieron las recomendaciones de Sambrook y colaboradores 
(Sambrook y col., 1989) con las modificaciones sugeridas por las casas comerciales. 
 
 
3.5. Moléculas de DNA circulares de replicación autónoma. 
 
pHH 1,5 (4264 bp): Es un derivado de pUC19. Este plásmido se construyó en varios 
pasos. En primer lugar se construyó el plásmido pHH 0,5 de 3445 bp. Para ello, se 
extrajo el fragmento AflIII-DraI de 795 bp de pUC19 y, a continuación, los extremos 
del fragmento se hicieron romos con el fragmento Klenow de la DNA Polimerasa I de 
E.coli (Roche). Este fragmento, que contiene una secuencia de 580 bp que se describió 
como la secuencia mínima capaz de conferir replicación autónoma a moléculas 
circulares de DNA en E. coli (Backman y Ptashne, 1978), se clonó en el sitio SmaI de 
pUC19, generando un plásmido que posee dos orígenes de replicación orientados en 
sentidos contrarios y separados 500 bp. La distancia entre orígenes se incrementó 
insertado un fragmento de DNA procedente de Saccharomyces cerevisiae para generar 
pHH 2,0 de 4894 bp, de modo que la distancia entre los orígenes es ahora de 2,5 Kb. El 
plásmido pHH 2,0 se digirió con la enzima HindIII, siendo uno de los dos fragmentos 
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resultantes de la digestión de 4264 bp de longitud. Se extrajo dicho fragmento y se 
unieron los extremos del mismo, empleando para ello la enzima T4 DNA Ligasa. De 
este modo se generó el plásmido pHH 1,5, en el que la distancia entre los dos orígenes 
es de 1,5 Kb (figura 6A). Como se describió en la Introducción, cuando las horquillas 
de replicación que se inician en el origen activo del plásmido se encuentran con el 
origen silenciado se detienen. En el caso de pHH 1,5, los RIs acumulados contienen una 
burbuja interna y su masa es1,32x, es decir, 1,32 veces la masa del plásmido no 
replicado (figura 6B). Esta construcción se utilizó para transformar la estirpe DH5αF’ 
de E. coli. Se cultivaron las células en presencia de Amp y se aislaron RIs del plásmido 
de cultivos en crecimiento exponencial, tal y como se describe en el apartado 3.7.2. 
 
 
 
 
Figura 6. Mapa de pHH 1,5. A: En el exterior del mapa se indican la posición y orientación de los dos 
orígenes de replicación unidireccionales y orientados en sentido contrario, Oriα y Oriβ (flechas de color 
verde). En el interior del mismo se indica la posición y orientación del gen de resistencia a Amp (flecha 
de color azul). B: Esquema del RI que se acumula cuando la replicación comienza en el origen activo, 
Oriα, y la horquilla se detiene al llegar a la secuencia del origen inactivo Oriβ. En el caso de que el origen 
activo fuera Oriβ y el inactivo Oriα el RI que se acumula es idéntico. 
 
 
pHH/BR-BR 2,9 (5529 bp): Es un derivado de pBR322. Para la construcción del 
mismo se extrajo el fragmento PvuII-DraI de 1165 bp de pBR322. Este fragmento, que 
contiene la secuencia completa del origen unidireccional ColE1, se clonó en el sitio 
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EcoRV de pBR322 (Santamaría y col., 1998). El plásmido generado con esta estrategia 
contiene dos orígenes de replicación orientados en sentido contrario y cuya separación 
es de 2,9 Kb (figura 7A). Los RIs acumulados contienen una burbuja interna y su masa 
es 1,51 veces la masa del plásmido no replicado (figura 7B). Esta construcción se utilizó 
para transformar la estirpe DH5αF’ de E. coli. Se cultivaron las células en presencia de 
Amp y se aislaron RIs del plásmido de cultivos en crecimiento exponencial, tal y como 
se describe en el apartado 3.7.2. 
 
 
 
 
Figura 7. Mapa de pHH/BR-BR 2,9. A: En el exterior del mapa se indican la posición y orientación de 
los dos orígenes de replicación unidireccionales y orientados en sentido contrario, oriα y oriβ (flechas de 
color verde). En el interior del mismo se indica la posición y orientación del gen de resistencia a Amp 
(flecha de color azul). B: Esquema del RI que se acumula cuando la replicación comienza en el origen 
activo, oriα, y la horquilla se detiene al llegar a la secuencia del origen inactivo, oriβ. En el caso de que el 
origen activo fuera oriβ y el inactivo oriα el RI que se acumula es el mismo. La doble hélice parental se 
representa en colores azul y verde y las cadenas nacientes en color rojo.  
 
 
pBR18-TerE@StyI (4356 bp): Es un derivado de pBR18. Para la construcción del 
mismo, se clonó la secuencia terminadora de la replicación TerE del cromosoma de E. 
coli entre los sitios StyI y AvaI de pBR18, en la orientación adecuada para bloquear el 
progreso de las horquillas de replicación que se inician en el origen unidireccional 
ColE1 del plásmido (figura 8A) (Olavarrieta y col., 2002b). Las secuencias Ter unen la 
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proteína Tus y los complejos Ter-Tus actúan como barreras polares para el progreso de 
las horquillas de replicación (Bastia y Mohanty, 1996; Hill, 1992). Esta estrategia 
permitió obtener un número significativo de intermediarios con la horquilla de 
replicación detenida en la secuencia TerE, cuando ha alcanzado el 26% de su 
replicación. De este modo los RIs acumulados contienen una burbuja interna y su masa 
es 1,26x, es decir, 1,26 veces la masa del plásmido no replicado, tal y como se muestra 
en la figura 8B. Esta construcción se utilizó para transformar la estirpe DH5αF’ de E. 
coli. Se cultivaron las células en presencia de Amp y se aislaron RIs del plásmido de 
cultivos en crecimiento exponencial, tal y como se describe en el apartado 3.7.2. 
 
 
 
 
Figura 8. Mapa de pBR18-TerE@StyI. A: En el exterior del mapa se indican la posición y orientación 
del origen de replicación ColE1 (flecha de color verde) y la posición y orientación del terminador polar de 
la replicación TerE (en color rojo). En el interior del mimso se indica la posición y orientación del gen de 
resistencia a Amp (flecha de color azul). B: Esquema del RI que se acumula cuando la horquilla de 
replicación se detiene al llegar a la secuencia TerE. La doble hélice parental se representa en colores azul 
y verde y las cadenas nacientes en color rojo. 
 
 
pBR18-TerE@AatII (4412 bp): Es un derivado de pBR18. Para la construcción del 
mismo, se clonó la secuencia terminadora de la replicación TerE del cromosoma de E. 
coli en el único sitio AatII de pBR18, en la orientación adecuada para bloquear el 
progreso de las horquillas de replicación que se inician en el origen unidireccional 
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ColE1 del plásmido (figura 9A) (Olavarrieta y col., 2002b). En este caso, los RIs con la 
horquilla de replicación detenida en la secuencia TerE se acumulan cuando se ha 
alcanzado el 60% de su replicación. De este modo los RIs acumulados contienen una 
burbuja interna y su masa es 1,60x, es decir 1,60 veces la masa del plásmido no 
replicado, tal y como se muestra en la figura 9B. Esta construcción se utilizó para 
transformar la estirpe DH5αF’ de E. coli. Se cultivaron las células en presencia de Amp 
y se aislaron RIs del plásmido de cultivos en crecimiento exponencial, tal y como se 
describe en el apartado 3.7.2. 
 
 
 
 
Figura 9. Mapa de pBR18-TerE@AatII. A: En el exterior del mapa se indican la posición y orientación 
del origen de replicación ColE1 (flecha de color verde) y la posición y orientación del terminador polar de 
la replicación TerE (en color rojo). En el interior del mismo se indica la posición y orientación del gen de 
resistencia a Amp (flecha de color azul). B: Esquema del RI que se acumula cuando la horquilla de 
replicación se detiene al llegar a la secuencia TerE. La doble hélice parental se representa en colores azul 
y verde y las cadenas nacientes en color rojo. 
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3.6. Transformación de células. 
 
3.6.1. Preparación de células competentes y transformación de células de E. coli. 
 
 La preparación de células de E. coli competentes y su posterior transformación 
se realizó según el método de cloruro de rubidio y choque térmico descrito por Hanahan 
(Hanahan, 1986). 
 
 
3.7. Preparación de DNA. 
 
3.7.1. Extracción de DNA plasmídico de E. coli. 
 
 La extracción a pequeña escala de DNA plasmídico de E.coli se realizó mediante 
el High Pure Plasmid Isolation Kit de Boehringer Mannheim (Roche Molecular 
Biochemicals). Para la extracción a gran escala se empleó el Wizard plus maxiprep Kit 
de Promega. 
 
3.7.2. Extracción de formas replicativas de DNA plasmídico de E. coli. 
 
 Para extraer DNA plasmídico enriquecido en RIs a partir de cultivos de E. coli 
en crecimiento exponencial se utilizaron los métodos descritos por Ausbel y 
colaboradores (Ausubel y col., 1995) y Martín-Parras y colaboradores (Martín-Parras y 
col., 1998). 
 
 
3.8. Análisis de DNA: Electroforesis en geles de agarosa. 
 
3.8.1. Electroforesis unidimensional. 
 
El análisis de DNA por electroforesis unidimensional se realizó en geles de 
agarosa de Pronadisa (ref. Nº 1800.00) a distintas concentraciones dependiendo del 
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tamaño de los fragmentos y utilizando como tampón TBE 1x o TAE 1x. Como 
marcador de pesos moleculares se utilizó DNA del bacteriófago lambda digerido con 
HindIII. Se tiñeron los geles con una solución de EthBr a una concentración de 1 μg/ml 
y fueron examinados en un transiluminador de luz UV de 250 nm de longitud de onda. 
 
3.8.2. Electroforesis bidimensional neutra-neutra. 
 
El análisis de DNA por electroforesis bidimensional se realizó en geles de 
agarosa Seakem LE de FMC Bioproducts (ref. N50004). Se llevó a cabo siguiendo el 
protocolo originalmente descrito por Brewer y Fangman (Brewer y Fangman, 1987) 
ligeramente modificado de acuerdo al tamaño de las moléculas según se tratara de 
formas intactas o digeridas. 
 
3.8.2.1. Electroforesis bidimensional de formas intactas. 
 
Para analizar la replicación de plásmidos bacterianos intactos de 
aproximadamente 4 Kb, la primera dimensión se desarrolló en geles a una 
concentración de 0,4 % de agarosa en TBE 1x, que se corrieron a 1 V/cm durante 22 
horas a temperatura ambiente. La segunda dimensión (tanto en ausencia como en 
presencia de agentes intercalantes) se desarrollo en geles a una concentración de 1 % de 
agarosa en TBE 1x, que se corrieron a 5 V/cm durante 10 horas a 4º C. 
 
3.8.2.2. Electroforesis bidimensional de formas digeridas. 
 
Para analizar la replicación de fragmentos de restricción cuyo tamaño estaba 
comprendido entre 3 y 4 kb, la primera dimensión se desarrolló en geles a una 
concentración de 0,4 % de agarosa en TBE 1x, que se corrieron a 1 V/cm durante 22 
horas a temperatura ambiente. La segunda dimensión se desarrolló en geles a una 
concentración de 1 % de agarosa en TBE 1x, que se corrieron a 5 V/cm durante 10 
horas a 4º C, en presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. 
 
 
 52
 
                                                                                                                                             Materiales y Métodos 
3.9. Tratamiento de DNA con Pso. 
 
3.9.1. Tratamiento de DNA con Pso en un medio sólido. 
 
La calle de agarosa de la primera dimensión que contenía la muestra de DNA se 
incubó con Pso (Sigma, St. Louis, MO) durante 1 hora, a temperatura ambiente y en la 
oscuridad. El Pso se empleó a una concentración de 10 μg/ml, partiendo de una solución 
stock de 200 μg/ml de Pso en etanol puro.  
 
Tras la incubación, la agarosa se colocó en una placa de Petri de 9 cm de 
diámetro con 20 ml de Pso. A continuación, la agarosa se irradió con una lámpara 500-
W high-pressure mercury lamp (Spectronics Corp., West-bury, NY) durante 15 minutos 
en hielo. La lámpara se encontraba a una distancia de 7-8 cm de la placa de Petri. La luz 
fue filtrada a través de un cristal pirex, eliminando así toda radiación de más de 300 nm 
de longitud de onda. A continuación, se corrió la segunda dimensión en las condiciones 
descritas en el apartado 3.8.2.1, en presencia de distintas concentraciones de Chl y de 
EthBr. 
 
3.9.2. Tratamiento de DNA con Pso en un medio líquido. 
 
Una muestra de formas replicativas de DNA del plásmido pBR18-TerE@StyI se 
incubó con Pso antes y después de ser digerida con las enzimas de restricción AflIII y 
PvuI. La incubación se llevó a cabo durante 30 minutos, a temperatura ambiente y en la 
oscuridad. El Pso se empleó a una concentración de 10 μg/ml, partiendo de una solución 
stock de 200 μg/ml de Pso en etanol puro.  
 
Tras la incubación, la muestra se colocó en una placa de Petri de 96 pocillos y se 
irradió en las mismas condiciones descritas en el apartado anterior durante 10 minutos 
en hielo. A continuación, se analizó la muestra en geles bidimensionales de agarosa, que 
se corrieron en las condiciones descritas en el apartado 3.8.2.2. 
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3.10. Incubación de DNA con DNase I. 
 
 La calle de agarosa de la primera dimensión que contenía el DNA se incubó con 
0,1 U/μl de DNase I de páncreas bovino (RNase-free) de Roche, a 37ºC durante 15 
minutos en ausencia o en presencia de 1 μg/ml de EthBr. A continuación, se corrió la 
segunda dimensión en las condiciones descritas en el apartado 3.8.2.1, en presencia de 1 
μg/ml de EthBr. 
 
 
3.11. Incubación de DNA a 65ºC en presencia de iones sodio. 
 
 La calle de agarosa de la primera dimensión que contiene la muestra de DNA se 
incubó a 65ºC en presencia de buffer TNE (10 mM de Tris-HCl pH 8,0, 100 mM de 
NaCl y 0,1 mM de EDTA) durante 4 horas, en ausencia o presencia de 0,3 μg/ml de 
EthBr. Tras la incubación, se corrió la segunda dimensión en las condiciones descritas 
en el apartado 3.8.2, en ausencia o presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. 
 
 
3.12. Transferencia de DNA a soportes sólidos. 
 
Las muestras de ácidos nucleicos analizadas en geles de agarosa fueron 
transferidas a membranas de nylon (ZetaProbe, BioRad) según el método de Southern 
(Southern, 1975) de acuerdo al protocolo de transferencia alcalina descrito por López-
Estraño y colaboradores (López-Estraño y col., 1998).  
 
 
3.13. Marcaje de sondas de DNA no radiactivas. 
 
La marcación de sondas no radiactivas se realizó mediante el Random Primer 
Fluorescein Kit (NEN Life Sciences Products), siguiendo las indicaciones del 
fabricante. 
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3.14. Hibridación con sondas de DNA no radiactivas. 
 
Las membranas de nylon (ZetaProbe, BioRad) se incubaron en 20 ml de una 
solución SSPE 2X (360 mM de NaCl, NasHPO4·7H2O y 2 mM de EDTA pH 8,0), 
leche descremada al 0,5%, SDS al 1%, Sulfato de dextrano al 10% y DNA de esperma 
de salmón a una concentración de 0,5 mg/ml, sonicado y desnaturalizado, en botellas 
cilíndricas, durante 4-6 horas, a 65ºC. Para la hibridación, a estos 20 ml de solución de 
pre-hibridación se añadieron 30 μl de la solución de DNA marcado no radiactivamente 
y se incubaron las botellas durante 16 horas a 65ºC. Transcurrido este tiempo las 
membranas se lavaron sucesivamente con SSC 2X /SDS al 0,1%, SSC 0,5X /SDS al 
0,1% y SSC 0,1X /SDS al 0,1% (este último pre-calentado a 65º C) durante 15 minutos 
en cada caso. Finalmente, se realizó la detección con un anticuerpo conjugado 
(Antifluorescein-AP Conjugate) y un sustrato quimioluminiscente (CDP-Star, NEN) 
según el protocolo descrito por el fabricante. 
 
 
3.15. Extracción de DNA de geles de agarosa para su visualización al microscopio 
electrónico. 
 
3.15.1. Preparación de muestras enriquecidas en RIs superenrollados. 
 
Para aislar moléculas específicas correspondientes a CCRIs de plásmidos de 
replicación autónoma con las horquillas detenidas en los complejos Ter-Tus de un gel 
de agarosa se llevó a cabo el procedimiento descrito por Olavarrieta y colaboradores 
(Olavarrieta y col., 2002b) introduciendo algunas modificaciones.  
 
Se analizó una muestra de formas replicativas de DNA del plásmido pBR18-
TerE@StyI en un gel unidimensional de agarosa pero empleando las condiciones 
descritas anteriormente para una segunda dimensión, es decir, la concentración de 
agarosa en el gel fue del 1% y la electroforesis transcurrió a 5 V/cm a 4º C durante 10 
horas y en presencia de 1 μg/ml de EthBr. En el primer pocillo del gel se cargó DNA 
del bacteriófago lambda digerido con HindIII como marcador de peso molecular y en la 
 55
 
Materiales y Métodos 
segunda una pequeña muestra de RIs de pBR18-TerE@StyI que sirvió para conocer la 
migración de cada una de las especies moleculares presentes en la muestra, incluyendo 
la de los CCRIs. El resto de los pocillos se unieron como si fueran uno solo pero de 
mayor longitud y poder cargar así un mayor volumen de muestra. La distribución de las 
muestras en el gel puede observarse en la figura 10A. 
 
 
 
 
Figura 10. Esquema del método empleado para aislar CCRIs. A: Esquema de un gel  en el que se 
indica la ubicación de las muestras y las condiciones en las que se desarrolló la electroforesis. Tras la 
electroforesis el gel se dividió en dos partes, el gel representado en B se utilizó como control y del 
representado en C se aislaron los CCRIs enmarcados dentro de un rectángulo de color amarillo para su 
posterior anáisis al microscopio electrónico. 
 
 
Una vez terminada la electroforesis se cortó el gel en dos partes. La porción de 
la derecha (figura 10C) con la muestra de DNA a extraer se mantuvo a 4ºC en el tampón 
de electroforesis TBE 1X. La porción de la izquierda (figura 10B) conteniendo el DNA 
del marcador de peso molecular, una pequeña muestra de la digestión con la enzima de 
restricción y parte de la calle con el DNA a extraer se examinó en un transiluminador de 
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luz UV de 250 nm de longitud de onda y se midió la movilidad electroforética en 
centímetros de cada una de las formas de interés. De acuerdo con esta medición se cortó 
el trozo de gel de la figura 10C conteniendo las moléculas problema. Se introdujo la 
muestra en una membrana de diálisis con tampón TBE 1X y se extrajo el DNA del gel 
de agarosa por electroelución a 30 V durante 48 horas a 4ºC. Se precipitó la muestra con 
0,1 volúmenes de acetato sódico 3M, pH 5,2 y 2,5 volúmenes de etanol 100% a -20º C y 
se resuspendió en agua destilada en presencia de 1 μg/ml de EthBr. Durante todo el 
proceso, la muestra estuvo en presencia de 1 μg/ml de EthBr. Para confirmar la pureza 
de la muestra extraída se corrió un gel unidimensional en las condiciones de 
electroforesis descritas anteriormente en al apartado 3.8.1. 
 
 
3.15.2. Preparación de muestras enriquecidas en RIs digeridos con enzimas de 
restricción con horquillas de replicación en retroceso. 
 
 Para aislar moléculas específicas correspondientes a RIs de plásmidos de 
replicación autónoma con las horquillas detenidas en los complejos Ter-Tus con 
horquillas en retroceso y digeridos con una enzima de restricción de un gel de agarosa 
se llevó a cabo el procedimiento descrito en el apartado anterior introduciendo algunas 
modificaciones.  
 
Se digirió una muestra de formas replicativas de DNA del plásmido pBR18-
TerE@AatII con la enzima de restricción AflIII (New England Biolabs) en un gel 
unidimensional de agarosa pero, a diferencia del caso descrito anteriormente, se 
emplearon las condiciones descritas para una primera dimensión, es decir, la 
concentración de agarosa en el gel fue del 0,4% y la electroforesis transcurrió a 1 V/cm, 
a temperatura ambiente durante 24 horas. En el primer pocillo del gel se cargó DNA del 
bacteriófago lambda digerido con HindIII como marcador de peso molecular y en la 
segunda una pequeña muestra de RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII que 
sirvió para conocer la migración de cada una de las especies moleculares presentes en la 
muestra digerida, incluyendo la de los RIs acumulados. El resto de los pocillos se 
unieron como si fueran uno solo pero de mayor longitud y poder cargar así un mayor 
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volumen de muestra. La distribución de las muestras en el gel puede observarse en la 
figura 11A. 
 
 
 
 
Figura 11. Esquema del método empleado para aislar RIs linearizados. A: Esquema de un gel  en el 
que se indica la ubicación de las muestras y las condiciones en las que se desarrolló la electroforesis. Tras 
la electroforesis el gel se dividió en dos partes, el gel representado en B se utilizó como control y del 
representado en C se aislaron los RIs acumulados enmarcados dentro de un rectángulo de color amarillo 
para su incubación a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl y su posterior anáisis al microscopio 
electrónico. 
 
 
Una vez terminada la electroforesis se cortó el gel en dos partes. La porción de 
la derecha (figura 11C) con la muestra de DNA a extraer se mantuvo a 4ºC en el tampón 
de electroforesis TBE 1X. La porción de la izquierda (figura 11B) conteniendo el DNA 
del marcador de peso molecular, una pequeña muestra de RIs del plásmido y parte de la 
calle  con el DNA a extraer se examinó en un transiluminador de luz ultravioleta de 250 
nm de longitud de onda y se midió la movilidad electroforética en centímetros de cada 
una de las formas de interés. De acuerdo con esta medición se cortó el trozo de gel de la 
figura 11C conteniendo las moléculas problema. La muestra se incubó a 65ºC en 
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presencia de buffer TNE (10 mM de Tris-HCl pH 8,0, 100 mM de NaCl y 0,1 mM de 
EDTA) durante 4 horas. A continuación, se introdujo la muestra en una membrana de 
diálisis con tampón TBE 1X y se extrajo el DNA del gel de agarosa por electroelución a 
30 V durante 48 horas a 4ºC. Se precipitó la muestra con 0,1 volúmenes de acetato 
sódico 3 M, pH 5,2 y 2,5 volúmenes de etanol 100% a -20º C y se resuspendió en agua 
destilada. Para confirmar la pureza de la muestra extraída se corrió un gel 
unidimensional en las condiciones de electroforesis anteriormente descritas en el 
apartado 3.8.1. 
 
 
3.16. Análisis de moléculas de DNA por microscopía eléctrónica. 
 
 Las muestras de DNA enriquecidas en las moléculas específicas, aisladas de 
geles de agarosa tal y como se indica en los apartados 3.15.1 y 3.15.2, se trataron 
siguiendo el método de BAC (Benzyldimethylalkylammonium chloride) descrito por 
Sogo y colaboradores en 1987 (Sogo y col., 1987), pero con alguna modificación, ya 
que los agentes desnaturalizantes de DNA formamida y glioxal fueron omitidos durante 
el proceso. Las muestras se examinaron en un microscopio electrónico de transmisión 
de 120 Kv JEOL JEM 1230. 
 
Todas las imágenes fueron captadas con el programa Adobe Photoshop v5.0.2. 
El análisis de los RIs digeridos se llevó a cabo mediante el programa NIH Image v1.61. 
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4.1. Análisis del efecto de la Chl sobre la topología de los RIs de pHH 1,5. 
 
Con el fín de comprobar si la formación de horquillas en retroceso depende del 
mecanismo de bloqueo de las horquillas se estudió el efecto de distintas concentraciones 
de Chl sobre la topología de los RIs de pHH 1,5. La construcción de este plásmido se 
describe en el apartado 3.5 de Materiales y Métodos. pHH 1,5 es un derivado de 
pBR322 que contiene dos orígenes de replicación ColE1 unidireccionales orientados en 
sentido contrario a una distancia de 1,5 Kb. Como se describió anteriormente, en los 
plásmidos con más de un origen de replicación, sólo se activa uno de ellos por ronda 
replicativa, a pesar de que ambos son igualmente competentes para iniciar la replicación 
(Martín-Parras y col., 1991; Martín-Parras y col., 1992; Schvartzman y col., 1993; 
Viguera y col., 1996). Las horquillas de replicación que se inician en el origen activo 
del plásmido se detienen cuando se encuentran con el origen inactivo (Santamaría y 
col., 1998), acumulándose RIs que contienen una burbuja interna y cuya masa, en el 
caso de pHH 1,5 es 1,32x, es decir, 1,32 veces la masa del plásmido no replicado.  
 
En la figura 12A se muestra una autorradiografía correspondiente al análisis de 
una muestra de formas intactas de pHH 1,5 mediante electroforesis bidimensional en 
geles de agarosa. A su derecha, en la figura 12B, se muestra un diagrama interpretativo 
de la misma. Las señales que aparecen unidas por líneas formando un ángulo recto en la 
región inferior y a la derecha de la autorradiografía corresponden a moléculas 
monoméricas superenrolladas (CCCs1) y a moléculas monoméricas que contienen al 
menos una rotura de cadena simple (OCs1), que no estaban replicando cuando se detuvo 
el cultivo (Brewer, 1988; Martín-Parras y col., 1998; Schvartzman y col., 1990). En el 
diagrama interpretativo se representan como puntos de color verde. El número 1 indica 
que se trata de moléculas monoméricas. Por extrapolación, se interpretó que las señales 
que forman un segundo ángulo recto ligeramente desplazado a la izquierda y hacia 
arriba del primero, corresponden a los CCCs y OCs monoméricos parcialmente 
replicados con las horquillas de replicación detenidas en el origen de replicación 
silenciado de pHH 1,5. Para distinguirlos de los CCCs y OCs de las formas no 
replicativas, se denominaron CCRIs y OCRIs, respectivamente. Los CCRIs1 
presentaron menor movilidad electroforética que los CCCs1, tanto durante la primera 
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como durante la segunda dimensión al igual que los OCRIs1, cuya movilidad era menor 
que la de los OCs1. En el diagrama interpretativo, las formas parcialmente replicadas se 
representan como puntos de color negro. El número 1 indica que se trata de moléculas 
monoméricas. Las señales que forman un tercer ángulo recto que se observa por encima 
y a la izquierda del anterior corresponden a moléculas diméricas que no estaban 
replicando cuando se detuvo el cultivo. En el diagrama interpretativo se representan 
como puntos de color rojo. El número 2 indica que se trata de moléculas diméricas. 
También se detectaron otras señales correspondientes a dos tipos de moléculas que 
migraron muy próximas a los OCRIs1 y a las OCs2. Estas señales corresponden a los 
CCCs de moléculas triméricas (CCCs3) y tetraméricas (CCCs4) que no estaban 
replicando cuando se detuvo el cultivo. En el diagrama interpretativo están 
representadas como un punto de color gris y otro de color azul, respectivamente. Las 
señales que en la figura 12B se localizan en los vértices de cada uno de los ángulos 
rectos corresponden a moléculas que durante la primera dimensión migraron como 
formas superenrolladas y durante la segunda como formas con una o más roturas de 
cadena sencilla.  
 
 
 
 
Figura 12: Análisis de formas intactas de pHH 1,5 mediante electroforesis bidimensional en geles de 
agarosa. A: Autorradiografía correspondiente al gel bidimensional. B: Diagrama interpretativo de la 
misma. 
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Para estudiar el efecto de la Chl sobre la topología de los RIs de pHH 1,5, se 
analizaron formas intactas de este plásmido en geles bidimensionales en los que la 
segunda dimensión ocurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de 
Chl desde 0,5 hasta 100 µg/ml. La elección de estas concentraciones se llevó a cabo 
teniendo en cuenta los resultados descritos por Olavarrieta y colaboradores (Olavarrieta 
y col., 2002b). Todos los experimentos se realizaron en las mismas condiciones, 
exceptuando la concentración de Chl durante la segunda dimensión. Tal y como se 
indicó anteriormente, el superenrollamiento es una propiedad exclusiva de las formas 
covalentemente cerradas de los plásmidos circulares. La introducción de una rotura, ya 
sea de cadena sencilla o doble, elimina automáticamente el superenrollamiento y 
convierte a todas las formas superenrolladas en moléculas relajadas o Ls. Por esa razón, 
la incorporación de agentes intercalantes prácticamente no afecta a la movilidad 
electroforética de los OCs, OCRIs y Ls. Con el fin de poder comparar la movilidad 
electroforética de los CCRIs expuestos a distintas concentraciones de Chl, las diferentes 
autorradiografías se alinearon atendiendo a la movilidad de los OCs, OCRIs y Ls. En la 
figura 13 se muestra una serie de seis autorradiografías correspondientes a estos geles. 
La movilidad que tuvieron las formas superenrolladas (CCCs y CCRIs) durante la 
primera dimensión se indica en la autorradiografía de la izquierda, en la que la segunda 
dimensión transcurrió en ausencia de Chl. La movilidad de las formas relajadas (OCs y 
OCRIs) y la de las Ls durante segunda dimensión se indica en la autorradiografía de la 
derecha. Se puede observar que en presencia de concentraciones bajas de Chl, de 0,5 a 
10 µg/ml, la movilidad de los CCCs disminuyó progresivamente y en presencia de 10 
µg/ml de Chl, algunos CCCs ya mostraron la misma movilidad que las OCs. En 
presencia de concentraciones más altas de Chl, de 20 a 100 µg/ml, los CCCs 
recuperaron movilidad, hasta que con 100 µg/ml un porcentaje significativo de CCCs 
mostraron la misma movilidad que tenían en ausencia del agente intercalante. Estos 
cambios en la movilidad de los CCCs indican que en ausencia de Chl los CCCs 
presentaban un nivel alto de superenrollamiento (-). A medida que aumentaba la 
concentración de Chl, de 0,5 a 10 µg/ml, disminuyó el nivel de superenrollamiento (-) 
hasta que los CCCs se relajaron completamente. En ese momento su movilidad 
electroforética era igual a la de los OCs. En presencia de concentraciones más altas de 
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Chl, de 20 a 100 µg/ml, los CCCs adquirieron superenrollamiento (+), lo que determinó 
que recuperaran movilidad en el gel. 
 
El comportamiento de los CCRIs fue radicalmente distinto. Al igual que los 
CCCs, en presencia de concentraciones bajas de Chl, de 0,5 a 10 µg/ml, los CCRIs 
perdieron movilidad electroforética y en presencia de 10 µg/ml todos mostraron la 
misma movilidad que los OCRIs. Pero a diferencia del comportamiento de los CCCs, la 
movilidad electroforética de los CCRIs no aumentó en presencia de concentraciones 
más altas de Chl, y en presencia de 100 µg/ml, su movilidad siguió siendo la misma que 
la de los OCRIs. Este comportamiento indica que en presencia de concentraciones bajas 
de Chl, de 0,5 a 10 µg/ml, al igual que ocurría con los CCCs, también disminuyó el 
nivel de superenrollamiento (-) de los CCRIs hasta que éstos se relajaron 
completamente. Pero, a partir de ese momento, y a diferencia de lo que ocurrió con los 
CCCs, los CCRIs no fueron capaces de recuperar movilidad electroforética en presencia 
de concentraciones mayores de Chl. Es decir, aparentemente los CCRIs de pHH 1,5 
tampoco son capaces de adquirir superenrollamiento (+) en presencia de 
concentraciones crecientes de Chl. 
 
 
 
 
Figura 13: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de pHH 
1,5 en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de Chl. En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en 
ausencia de agentes intercalantes. En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre 
cada una de ellas. Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, 
cuyas movilidades electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes 
intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de la derecha. La movilidad electroforética de los 
CCCs y CCRIs en la primera dimensión se indican en la autorradiografía de la izquierda. 
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Estos resultados indican que el efecto de la Chl sobre la topología de los RIs de 
pHH 1,5 es prácticamente idéntico al observado en el caso de pBR18-TerE@StyI a 
pesar de que el mecanismo por el cual se detienen las horquillas de replicación en 
ambos plásmidos es diferente. Los CCRIs de pHH 1,5, al igual que ocurre con los 
CCRIs de otros plásmidos en los que las horquillas se detienen en el complejo Ter-Tus, 
son incapaces de recuperar movilidad electroforética en presencia de concentraciones 
crecientes de Chl durante la segunda dimensión.  
 
 
4.2. Análisis del efecto de agentes intercalantes sobre la movilidad electroforética 
de RIs específicos durante la primera dimensión de una electroforesis 
bidimensional. 
 
Como ya se describió anteriormente, los CCRIs de plásmidos de replicación 
autónoma son aparentemente incapaces de adquirir superenrollamiento (+) y con ello 
movilidad electroforética, una vez que han perdido todo su superenrollamiento (-) 
nativo en presencia de concentraciones crecientes de Chl o de EthBr in vitro 
(Olavarrieta y col., 2002b; Postow y col., 2001). Estos estudios se llevaron a cabo 
analizando el efecto de las concentraciones crecientes de ambos agentes intercalantes 
durante la segunda dimensión de una electroforesis bidimensional.  
 
Con el fin de comprobar si era posible mejorar la resolución de los geles 
bidimensionales de agarosa y así resolver mejor los diferentes topoisómeros de una 
población de RIs se decidió realizar una pequeña modificación en la electroforesis 
bidimensional descrita por Brewer y Fangman (Brewer y Fangman, 1987). Los geles 
bidimensionales de agarosa se llevaron a cabo en presencia de un agente intercalante 
exclusivamente durante la primera dimensión o bien tanto durante la primera como 
durante la segunda dimensión.  
 
Se analizaron formas intactas de pBR18-TerE@StyI en geles bidimensionales de 
agarosa en los que la primera dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de 
concentraciones crecientes de Chl, desde 0,5 hasta 100 μg/ml y la segunda dimensión 
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transcurrió en ausencia de agentes intercalantes. Todos los experimentos se realizaron 
en las mismas condiciones, exceptuando la concentración del agente intercalante. Las 
autorradiografías correspondientes a estos geles bidimensionales se muestran en la 
figura 14. Con el fin de poder comparar la movilidad electroforética de los CCRIs, las 
diferentes autorradiografías se alinearon atendiendo a la movilidad de los OCs, OCRIs y 
Ls durante la segunda dimensión. La movilidad de los OCs, OCRIs y Ls en la segunda 
dimensión se indica en la autorradiografía de la derecha. Debajo de cada una de las 
autorradiografías se muestra un diagrama interpretativo de las mismas en el que las 
formas no replicadas se representan en color verde y las formas parcialmente replicadas 
con las horquillas detenidas en Ter-Tus se representan en color negro. Las formas Ls se 
representan en color azul. En la autorradiografía de la izquierda se muestra la movilidad 
electroforética de las moléculas no replicadas y parcialmente replicadas cuando tanto la 
primera como la segunda dimensión transcurrieron en ausencia de agentes intercalantes. 
Todo el estudio sobre la movilidad de las formas intactas de pBR18-TerE@StyI que se 
describe a continuación se refiere a la movilidad que presentaron tanto las formas no 
replicadas como las parcialmente replicadas durante la primera dimensión de la 
electroforesis bidimensional en ausencia o en presencia de concentraciones crecientes 
de Chl. Se puede observar que en presencia de concentraciones bajas de Chl, de 0,5 a 5 
μg/ml, la movilidad de los CCCs disminuyó progresivamente hasta que en presencia de 
5 μg/ml, algunos CCCs ya mostraron la misma movilidad que los OCs. En presencia de 
concentraciones mayores de Chl, de 10 a 100 μg/ml, los CCCs recuperaron movilidad, 
hasta que con 100 μg/ml la gran mayoría de los CCCs mostraron la misma movilidad 
que tenían en ausencia del agente intercalante. El comportamiento de los CCRIs fue 
totalmente diferente. Si bien, al igual que los CCCs, en presencia de concentraciones 
bajas de Chl, de 0,5 a 10 μg/ml, los CCRIs perdieron movilidad electroforética y con 10 
µg/ml todos mostraron la misma movilidad que los OCRIs, a diferencia del 
comportamiento que mostraron los CCCs, los CCRIs no recuperaron movilidad 
electroforética en presencia de concentraciones mayores de Chl. En presencia de la 
concentración más alta de Chl empleada, 100 μg/ml, su movilidad siguió siendo la 
misma que la de los OCRIs. La ausencia de Chl durante la segunda dimensión hizo que 
tanto los CCCs como los CCRIs recuperaran durante la segunda dimensión la misma 
movilidad que tenían cuando no fueron expuestos a Chl ni durante la primera ni durante 
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la segunda dimensión, independientemente de la concentración de Chl a la que fueron 
expuestas durante la primera. La presencia de distintas concentraciones de Chl durante 
la primera dimensión no permitió mejorar significativamente la resolución de los 
topoisómeros de los RIs de pBR18-TerE@StyI.  
 
 
 
 
Figura 14: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de 
distintas concentraciones de Chl. En la autorradiografía de la izquierda la primera dimensión transcurrió 
en ausencia de agentes intercalantes. En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre 
cada una de ellas. Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, 
cuyas movilidades electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes 
intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de la derecha. En la parte inferior de la figura se 
muestran los diagramas interpretativos de cada una de las autorradiografías mostradas en la parte superior 
de la misma. Las formas no replicadas se representan en color verde, las parcialmente replicadas en color 
negro y las Ls en color azul. 
 
 
En la figura 15 se muestra una serie de ocho autorradiografías que corresponden 
al análisis de formas intactas de pBR18-TerE@StyI en geles bidimensionales de agarosa 
en los que la primera dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de Chl, desde 0,5 hasta 100 μg/ml, y la segunda dimensión transcurrió 
en presencia de 20 μg/ml de Chl. En la autorradiografía de la izquierda se muestra la 
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movilidad electroforética de las moléculas no replicadas y parcialmente replicadas 
cuando tanto la primera como la segunda dimensión transcurrieron en ausencia de 
agentes intercalantes. La autorradiografía situada inmediatamente a su derecha 
corresponde a un gel bidimensional en el que se analizó una muestra de formas intactas 
de pBR18-TerE@StyI en presencia de 20 μg/ml de Chl sólo durante la segunda 
dimensión. En esta autorradiografía se puede apreciar la movilidad que presentaron los 
CCCs y los CCRIs durante la segunda dimensión en presencia de esta concentración de 
Chl. Tal y como se muestra en esta autorradiografía, la movilidad de los CCCs fue muy 
heterogénea, comprendiendo moléculas cuya movilidad era idéntica a la que mostraron 
los OCs y moléculas que presentaron la misma movilidad que tenían los CCCs en 
ausencia del agente intercalante. El resto de las autorradiografías corresponden a geles 
bidimensionales idénticos a los descritos en el párrafo anterior exceptuando la presencia 
de 20 μg/ml de Chl durante la segunda dimensión. La diferencia más significativa entre 
esta serie de autorradiografías y la anterior se refiere a la población de topoisómeros no 
replicados. En la autorradiografía correspondiente al gel bidimensional que transcurrió 
en presencia de 5 μg/ml de Chl durante la primera dimensión y 20 μg/ml de Chl durante 
la segunda, fue posible resolver toda la población de topoisómeros no replicados. 
Durante la primera dimensión, aquellos topoisómeros que tenían el mismo nivel de 
superenrollamiento, ya sea (-) o (+), mostraron la misma movilidad, siendo por tanto 
indistinguibles. Sin embargo, la presencia de Chl durante la segunda dimensión hizo 
que los CCCs que tenían superenrollamiento (-) fueran perdiéndolo, perdiendo con ello 
también movilidad en el gel. Por el contrario, en los CCCs cuyo superenrollamiento era 
(+), la Chl hizo que adquirieran aún más superenrollamiento (+) y con ello ganaran 
movilidad. De este modo fue posible distinguir los topoisómeros que estaban 
negativamente superenrollados de aquellos que tenían superenrollamiento (+), aunque 
originalmente ambos tuvieran el mismo nivel de superenrollamiento de signo opuesto. 
El efecto de distintas concentraciones de Chl sobre el comportamiento electroforético de 
los CCRIs no fue significativamente distinto al anteriormente descrito.  
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Figura 15: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de 
distintas concentraciones de Chl y la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de 
20 μg/ml de Chl. En la autorradiografía de la izquierda la primera y la segunda dimensión transcurrieron 
en ausencia de agentes intercalantes. En la siguiente, la primera dimensión transcurrió en ausencia de 
agentes intercalantes y la segunda dimensión transcurrió en presencia de 20 μg/ml de Chl. En todas las 
demás la concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. Todas las autorradiografías se 
alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades electroforéticas en la segunda 
dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de 
la derecha. En la parte inferior de la figura se muestran los diagramas interpretativos de cada una de las 
autorradiografías mostradas en la parte superior de la misma. Las formas no replicadas se representan en 
color verde, las parcialmente replicadas en color negro y las Ls en color azul. 
 
 
En la figura 16 se muestra una serie de ocho autorradiografías que corresponden 
al análisis de formas intactas de pBR18-TerE@StyI en geles bidimensionales de agarosa 
en los que la primera dimensión ocurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de Chl, desde 0,5 hasta 100 μg/ml, y la segunda dimensión transcurrió 
en presencia de 100 μg/ml de Chl. En la autorradiografía de la izquierda se muestra la 
movilidad electroforética de las moléculas no replicadas y parcialmente replicadas 
cuando tanto la primera como la segunda dimensión transcurrieron en ausencia de 
agentes intercalantes. La autorradiografía situada inmediatamente a su derecha 
corresponde con un gel bidimensional en el que la segunda dimensión transcurrió en 
presencia de 100 μg/ml de Chl. En esta autorradiografía se aprecia la movilidad que 
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presentaron los CCCs y los CCRIs durante la segunda dimensión en presencia de esta 
concentración de Chl. El comportamiento electroforético de los CCCs y de los CCRIs 
fue similar al observado en la serie anterior. Sin embargo, y debido a que en este caso la 
segunda dimensión transcurrió en presencia de 100 µg/ml de Chl, los CCCs recuperaron 
más movilidad durante la segunda dimensión que en la serie anterior, e incluso algunos 
de ellos alcanzaron la misma movilidad que tenían en ausencia de agentes intercalantes. 
La presencia de 100 μg/ml de Chl durante la segunda dimensión no incrementó 
significativamente la resolución de los topoisómeros de los RIs de pBR18-TerE@StyI. 
 
 
 
 
Figura 16: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de 
distintas concentraciones de Chl y la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de 
100 μg/ml de Chl. En la autorradiografía de la izquierda la primera y la segunda dimensión 
transcurrieron en ausencia de agentes intercalantes. En la siguiente, la primera dimensión transcurrió en 
ausencia de agentes intercalantes y la segunda dimensión transcurrió en presencia de 100 μg/ml de Chl. 
En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. Todas las 
autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y los Ls, cuyas movilidades 
electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se 
indica en la autorradiografía de la derecha. En la parte inferior de la figura se muestran los diagramas 
interpretativos de cada una de las autorradiografías mostradas en la parte superior de la misma. Las 
formas no replicadas se representan en color verde, las parcialmente replicadas en color negro y las Ls en 
color azul.  
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Con el fin de poder comparar mejor las autorradiografías atendiendo a la 
movilidad de los CCCs y CCRIs durante la segunda dimensión, éstas se agruparon de 
tres en tres (figuras 17-22). De este estudio se deduce claramente que las mejores 
condiciones para resolver toda la población de topoisómeros de las formas no replicadas 
se logró con concentraciones crecientes de Chl durante la primera dimensión y 20 μg/ml 
de Chl durante la segunda dimensión. Estos resultados indican que la presencia de 
concentraciones crecientes de Chl tanto durante la primera como durante la segunda 
dimensión no permitió aumentar significativamente la resolución de los topoisómeros 
de los RIs.  
 
 
 
 
Figura 17: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en presencia de 0,5 μg/ml de Chl y 
la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de Chl. 
En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes 
intercalantes. En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. 
Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades 
electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se 
indica en la autorradiografía de la derecha. En la parte inferior de la figura se muestran los diagramas 
interpretativos de cada una de las autorradiografías mostradas en la parte superior de la misma. Las 
formas no replicadas se representan en color verde, las parcialmente replicadas en color negro y las Ls en 
color azul.  
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Figura 18: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en presencia de 5 μg/ml de Chl y la 
segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de Chl. En 
la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes intercalantes. 
En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. Todas las 
autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades 
electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se 
indica en la autorradiografía de la derecha. En la parte inferior de la figura se muestran los diagramas 
interpretativos de cada una de las autorradiografías mostradas en la parte superior de la misma. Las 
formas no replicadas se representan en color verde, las parcialmente replicadas en color negro y las Ls en 
color azul.  
 
 
 
 
Figura 19: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en presencia de 10 μg/ml de Chl y 
la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de Chl. 
En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes 
intercalantes. En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. 
Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades 
electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se 
indica en la autorradiografía de la derecha. En la parte inferior de la figura se muestran los diagramas 
interpretativos de cada una de las autorradiografías mostradas en la parte superior de la misma. Las 
formas no replicadas se representan en color verde, las parcialmente replicadas en color negro y las Ls en 
color azul. 
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Figura 20: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en presencia de 20 μg/ml de Chl y 
la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de Chl. 
En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes 
intercalantes. En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. 
Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades 
electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se 
indica en la autorradiografía de la derecha. En la parte inferior de la figura se muestran los diagramas 
interpretativos de cada una de las autorradiografías mostradas en la parte superior de la misma. Las 
formas no replicadas se representan en color verde, las parcialmente replicadas en color negro y las Ls en 
color azul.  
 
 
 
 
Figura 21: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en presencia de 40 μg/ml de Chl y 
la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de Chl. 
En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes 
intercalantes. En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. 
Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades 
electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se 
indica en la autorradiografía de la derecha. En la parte inferior de la figura se muestran los diagramas 
interpretativos de cada una de las autorradiografías mostradas en la parte superior de la misma. Las 
formas no replicadas se representan en color verde, las parcialmente replicadas en color negro y las Ls en 
color azul.  
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Figura 22: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la primera dimensión transcurrió en presencia de 100 μg/ml de Chl y 
la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de Chl. 
En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes 
intercalantes. En todas las demás la concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. 
Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades 
electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se 
indica en la autorradiografía de la derecha. En la parte inferior de la figura se muestran los diagramas 
interpretativos de cada una de las autorradiografías mostradas en la parte superior de la misma. Las 
formas no replicadas se representan en color verde, las parcialmente replicadas en color negro y las Ls en 
color azul.  
 
 
4.3. Estudio de la movilidad electroforética de los RIs de pBR18-TerE@StyI y de 
pBR18-TerE@AatII en presencia de Pso y de distintas concentraciones de Chl en 
geles bidimensionales de agarosa. 
 
Con el fin de comprobar si es la formación de horquillas en retroceso 
responsable de que los CCRIs no sean capaces de recuperar movilidad electroforética en 
presencia de concentraciones crecientes de agentes intercalantes durante la segunda 
dimensión in vitro, se analizaron formas intactas de pBR18-TerE@StyI y de pBR18-
TerE@AatII en geles bidimensionales de agarosa en los que al terminar la primera 
dimensión la calle de agarosa que contenía el DNA se incubó con 10 μg/ml de Pso a 
temperatura ambiente y en la oscuridad durante 1 hora. Tras la incubación, la calle de 
agarosa fue irradiada con luz UV de 363 nm de longitud de onda durante 15 minutos. A 
continuación, la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de Chl, desde 0,5 a 100 μg/ml. Como ya se explicó anteriormente, la 
exposición de los RIs a distintas concentraciones de agentes intercalantes cambia el Tw 
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de las moléculas e induce superenrollamiento (+). Se ha propuesto que este 
superenrollamiento (+) podría inducir la separación de las cadenas nacientes de sus 
respectivas parentales y el apareamiento de las mismas entre sí, lo que generaría una 
estructura de tipo Holliday que al migrar hacia el origen de replicación daría lugar a un 
aparente retroceso de las horquillas (Olavarrieta y col., 2002b; Postow y col., 2001). 
 
En la figura 23 se muestra un esquema que representa cómo se produciría el 
retroceso de las horquillas de replicación detenidas. La flecha de color negro que 
aparece en la parte superior de la figura 23 indica el sentido del avance de la horquilla 
durante la replicación in vivo. Para que se produzca el retroceso de las horquillas es 
necesario e imprescindible que las cadenas nacientes, representadas en color rojo, se 
separen de sus respectivas parentales, representadas en color verde y azul, y dado que 
son complementarias, apareen entre sí. Las cadenas parentales que quedarían en forma 
de cadena sencilla, debido a que también son complementarias, podrían aparearse, lo 
que provocaría que la horquilla se desplazara en sentido contrario al inicial, tal y como 
indica la flecha de color negro que aparece en la parte inferior de la figura 23. 
 
La exposición de los RIs al Pso y su posterior irradiación con luz UV de 363 nm, 
impediría la formación de horquillas en retroceso ya que la formación de enlaces 
covalentes entre las moléculas de Pso intercaladas en la doble hélice y los carbonos de 
las bases pirimidínicas del DNA evitarían su separación. La figura 24 esquematiza el 
tratamiento utilizado para inhibir la posible formación de horquillas en retroceso. La 
flecha de color negro que aparece en la parte superior de la figura indica el sentido del 
avance de la horquilla durante la replicación in vivo. Las moléculas de Pso, 
representadas por rombos de color rosa, se intercalarían entre las dos cadenas de la 
doble hélice del DNA. Si a continuación el DNA con el Pso intercalado se irradiara con 
luz UV de alta longitud de onda, se crearían enlaces covalentes entre el Pso intercalado 
y las dos cadenas complementarias de las dobles hélices de DNA. De este modo cuando 
estas moléculas sean expuestas a concentraciones altas de otro agente intercalante, 
representado por rombos de color gris, el superenrollamiento (+) generado por éste no 
sería capaz de inducir la formación de horquillas en retroceso, ya que para ello se 
requiere la separación de las cadenas nacientes de sus respectivas parentales y esto 
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estaría impedido. Por lo tanto, se esperaría que después del tratamiento con Pso y la 
irradiación con luz UV, los RIs con una horquilla detenida sí deberían ser capaces de 
recuperar movilidad electroforética en presencia de concentraciones crecientes de otro 
agente intercalante. 
 
 
  
 
Figura 23. Esquema de la formación de horquillas de replicación en retroceso. A: Molécula de DNA 
con una horquilla de replicación detenida. Las cadenas parentales se representan en colores verde y azul y 
las nacientes en color rojo. Las flechas de color negro indican el sentido de avance de la horquilla de 
replicación. B: Separación de las cadenas nacientes de sus respectivas parentales. C: Apareamiento de las 
cadenas nacientes entre sí. D: Apareamiento de las cadenas parentales entre sí y avance de la horquilla de 
replicación detenida en sentido contrario al inicial, tal y como indica la flecha de color negro situada en la 
parte inferior de la figura. 
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Figura 24: Esquema del efecto del Pso irradiado con luz UV sobre el DNA. A: Molécula de DNA con 
una horquilla de replicación detenida. Las cadenas parentales se representan en colores verde y azul y las 
nacientes en color rojo. La flecha de color negro indica el sentido de avance de la horquilla de 
replicación. B: Incorporación del Pso (rectángulos de color rosa). La irradiación con luz UV induciría la 
creación de enlaces covalentes entre el Pso intercalado y las cadenas del DNA (líneas verticales de color 
negro). De este modo estaría inhibido el retroceso de la horquilla. C: El superenrollamiento positivo 
inducido por la incorporación de la Chl (rectángulos de color gris) al DNA, que contiene Pso irradiado 
incorporado, no provocaría el retroceso de la horquilla detenida. 
 
 
La figura 25 muestra una serie de ocho autorradiografías que corresponden a 
geles bidimensionales de agarosa en los que se analizaron formas intactas de pBR18-
TerE@StyI tratadas con Pso e irradiadas o no con luz UV entre la primera y segunda 
dimensión. La segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de Chl, desde 0,5 hasta 100 μg/ml. Para poder comparar la movilidad 
electroforética de los CCRIs las diferentes autorradiografías se alinearon atendiendo a la 
movilidad de los OCs, OCRIs y Ls. La movilidad de las formas superenrolladas (CCCs 
y CCRIs) en la primera dimensión se indica en la autorradiografía de la izquierda, en la 
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que la segunda dimensión ocurrió en ausencia de agentes intercalantes. La movilidad de 
las formas relajadas (OCs y OCRIs) y la de las Ls en la segunda dimensión se indica en 
la autorradiografía de la derecha. Las flechas de color azul indican la movilidad 
electroforética del topoisómero que presentó la mayor movilidad dentro de la población 
de CCRIs. La segunda autorradiografía por la izquierda corresponde a un gel 
bidimensional en el que el DNA se trató con Pso y se irradió con luz UV entre la 
primera y la segunda dimensión, que transcurrió en ausencia de Chl. En la 
autorradiografía se observa que los CCRIs perdieron movilidad electroforética hasta 
alcanzar la misma movilidad que sus correspondientes OCRIs. Esto indica que la 
concentración de Pso empleada, 10 μg/ml, es capaz de eliminar casi todo el 
superenrollamiento (-) nativo de los RIs. El resto de las autorradiografias corresponden 
a geles en los que el DNA también fue tratado con Pso e irradiado con luz UV entre la 
primera y la segunda dimensión, pero la segunda dimensión transcurrió en presencia de 
concentraciones crecientes de Chl. En estas autorradiografías se observó que a medida 
que la concentración de Chl aumentó desde 0,5 hasta 100 μg/ml, también aumentó la 
movilidad electroforética de los CCRIs, tal y como señalan las flechas azules. Los 
CCRIs alcanzaron la mayor movilidad en presencia de la mayor concentración de Chl 
empleada, es decir 100 μg/ml de Chl. Esto indica que los CCRIs sí son capaces de 
recuperar movilidad electroforética en presencia de concentraciones altas de Chl cuando 
se inhibe la formación de horquillas de replicación en retroceso. Esta observación apoya 
la hipótesis de que la causa de que los CCRIs no recuperen movilidad en los geles 
bidimensionales de agarosa en presencia de concentraciones crecientes de un agente 
intercalante es la formación de horquillas en retroceso. La autorradiografía de la derecha 
es idéntica a la situada inmediatamente a su izquierda excepto que tras la incubación 
con Pso no se procedió a irradiar con luz UV la calle de agarosa de la primera 
dimensión. La segunda dimensión también transcurrió en presencia de 100 μg/ml de 
Chl. Se observa que, en este caso, los CCRIs no recuperaron movilidad electroforética 
debido a que el DNA que contenía el Pso intercalado no se irradió con luz UV por lo 
que no se formaron enlaces covalentes entre el Pso intercalado y las dos cadenas de 
DNA complementarias. 
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Figura 25: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI incubados con Pso e irradiados con luz UV entre la primera y la segunda 
dimensión y en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de Chl. En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en 
ausencia de agentes intercalantes. En todas las demás autorradiografías el DNA se incubó con 10 μg/ml 
de Pso y se irradió con luz UV de 363 nm de longitud de onda entre la primera y la segunda dimensión, 
excepto en la de la derecha en la que no se procedió a irradiar tras la incubación con Pso. En la segunda 
autorradiografía la segunda dimensión transcurrió en ausencia de Chl. En todas las demás la 
concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. Todas las autorradiografías se alinearon 
según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades electroforéticas en la segunda dimensión 
no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de la derecha. 
La movilidad electroforética de los CCCs y CCRIs en la primera dimensión se indican en la 
autorradiografía de la izquierda. Las flechas de color azul señalan la movilidad electroforética del 
topoisómero con mayor movilidad dentro de la población de CCRIs. 
 
 
En la figura 26 se muestra una serie de ocho autorradiografías que corresponden 
a geles bidimensionales de agarosa en los que se analizaron formas intactas de pBR18-
TerE@AatII tratadas o no con Pso e irradiadas con luz UV entre la primera y la segunda 
dimensión que transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de 
Chl, desde 0,5 hasta 100 μg/ml. En estas autorradiografías se observó que, al igual que 
ocurrió en el caso de pBR18-TerE@StyI, a medida que la concentración de Chl aumentó 
desde 0,5 hasta 100 μg/ml, también aumentó la movilidad electroforética de las formas 
CCRIs, tal y como señalan las flechas de color azul, alcanzando la mayor movilidad en 
presencia de la mayor concentración de Chl empleada. Esto indica que los CCRIs de 
pBR18-TerE@AatII también son capaces de recuperar movilidad electroforética en 
presencia de concentraciones altas de Chl si previamente se tratan con Pso y se irradian 
con luz UV. 
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Figura 26: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@AatII incubados con Pso e irradiados con luz UV entre la primera y la segunda 
dimensión y en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de Chl. En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en 
ausencia de agentes intercalantes. En todas las demás autorradiografías el DNA se incubó con 10 μg/ml 
de Pso y se irradió con luz UV de 363 nm de longitud de onda entre la primera y la segunda dimensión, 
excepto en la de la derecha en la que no se procedió a irradiar tras la incubación con Pso. En la segunda 
autorradiografía la segunda dimensión transcurrió en ausencia de Chl. En todas las demás la 
concentración de Chl empleada se indica sobre cada una de ellas. Todas las autorradiografías se alinearon 
según la posición de los OCs, OCRIs y Ls cuyas movilidades electroforéticas en la segunda dimensión no 
varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de la derecha. La 
movilidad electroforética de los CCCs y CCRIs en la primera dimensión se indican en la autorradiografía 
de la izquierda. Las flechas de color azul señalan la movilidad electroforética del topoisómero con mayor 
movilidad dentro de la población de CCRIs. 
 
 
Aunque los CCRIs de ambos plásmidos recuperaron movilidad electroforética en 
presencia de distintas concentraciones de Chl cuando se inhibió la formación de 
horquillas de replicación en retroceso, su movilidad durante la segunda dimensión fue 
distinta. Los CCRIs de pBR18-TerE@StyI recuperaron más movilidad que los de 
pBR18-TerE@AatII. Esto se debe a que el efecto de agentes intercalantes sólo es 
topológicamente relevante en la región no replicada del plásmido, siendo ésta mayor en 
el caso de pBR18-TerE@StyI (Peter y col., 1998). 
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4.4. Estudio de la movilidad electroforética de los RIs de pBR18-TerE@StyI y de 
pBR18-TerE@AatII en presencia de Pso y de distintas concentraciones de EthBr 
en geles bidimensionales de agarosa. 
 
Para confirmar que las observaciones realizadas no se debían sólo a la 
combinación de Pso y Chl en particular, sino a la combinación de Pso con cualquier 
otro agente intercalante capaz de inducir superenrollamiento (+), se analizaron formas 
intactas de pBR18-TerE@StyI y de pBR18-TerE@AatII en geles bidimensionales de 
agarosa, en los que al terminar la primera dimensión, la calle de agarosa que contenía el 
DNA se trató con 10 μg/ml de Pso a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 1 
hora. Tras la incubación, la calle de agarosa fue irradiada con luz UV de 363 nm de 
longitud de onda. A continuación, la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en 
presencia de distintas concentraciones de EthBr, desde 0,005 a 0,3 μg/ml. La elección 
de estas concentraciones se llevó a cabo teniendo en cuenta los resultados descritos por 
Olavarrieta y colaboradores (Olavarrieta y col., 2002b). La figura 27 muestra una serie 
de ocho autorradiografías que corresponden a geles bidimensionales de agarosa en los 
que se analizaron formas intactas de pBR18-TerE@StyI tratadas con Pso e irradiadas o 
no con luz UV entre la primera y la segunda dimensión. La segunda dimensión 
transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de EthBr, desde 
0,005 hasta 0,3 μg/ml. Todas las autorradiografías se alinearon atendiendo a la 
movilidad de los OCRIs, OCs y Ls. La movilidad de las formas superenrolladas (CCCs 
y CCRIs) en la primera dimensión se indica en la autorradiografía de la izquierda, en la 
que la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes intercalantes. La 
movilidad de las formas relajadas (OCs y OCRIs) y la de las Ls en la segunda 
dimensión se indica en la autorradiografía de la derecha. Las flechas de color azul 
señalan la movilidad electroforética del topoisómero que presentó la mayor movilidad 
durante la segunda dimensión dentro de la población de CCRIs. El comportamiento de 
los CCRIs fue idéntico al observado en presencia de Chl, es decir, los CCRIs 
recuperaron movilidad electroforética en presencia de concentraciones crecientes de 
EthBr cuando previamente se trataron con Pso y se irradiaron con luz UV. La única 
excepción correspondió a la movilidad de los CCRIs durante la segunda dimensión en 
presencia de 0,3 µg/ml de EthBr cuando el DNA no fue irradiado con luz UV. Tal y 
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como puede observarse en la autorradiografía de la derecha, los CCRIs sí fueron 
capaces de recuperar movilidad electroforética en presencia de 0,3 µg/ml de EthBr. Este 
hecho se discutirá más adelante. 
 
 
 
 
Figura 27: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI incubados con Pso e irradiados con luz UV entre la primera y la segunda 
dimensión y en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de EthBr. En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en 
ausencia de agentes intercalantes. En todas las demás autorradiografías el DNA se incubó con 10 μg/ml 
de Pso y se irradió con luz UV de 363 nm de longitud de onda entre la primera y la segunda dimensión, 
excepto en la de la derecha en la que no se procedió a irradiar tras la incubación con Pso. En la segunda 
autorradiografía la segunda dimensión transcurrió en ausencia de EthBr. En todas las demás la 
concentración de EthBr empleada se indica sobre cada una de ellas. Todas las autorradiografías se 
alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades electroforéticas en la segunda 
dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de 
la derecha. La movilidad electroforética de los CCCs y CCRIs en la primera dimensión se indican en la 
autorradiografía de la izquierda. Las flechas de color azul señalan la movilidad electroforética del 
topoisómero con mayor movilidad dentro de la población de CCRIs. 
 
 
La figura 28 muestra una serie de ocho autorradiografías correspondientes a 
geles bidimensionales de agarosa en los que se analizaron formas intactas de pBR18-
TerE@AatII tratadas con Pso e irradiadas o no con luz UV entre la primera y la segunda 
dimensión. La segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de EthBr, desde 0,005 hasta 0,3 μg/ml. El comportamiento de los 
CCRIs fue idéntico al observado en el caso de pBR18-TerE@StyI. Es decir, los CCRIs 
también recuperaron movilidad electroforética en presencia de concentraciones 
crecientes de EthBr cuando previamente se trataron con Pso y se irradiaron con luz UV.  
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Figura 28: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@AatII incubados con Pso e irradiados con luz UV entre la primera y la segunda 
dimensión y en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de EthBr. En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en 
ausencia de agentes intercalantes. En todas las demás autorradiografías el DNA se incubó con 10 μg/ml 
de Pso y se irradió con luz UV de 363 nm de longitud de onda entre la primera y la segunda dimensión, 
excepto en la de la derecha en la que no se procedió a irradiar tras la incubación con Pso. En la segunda 
autorradiografía la segunda dimensión transcurrió en ausencia de EthBr. En todas las demás la 
concentración de EthBr empleada se indica sobre cada una de ellas. Todas las autorradiografías se 
alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades electroforéticas en la segunda 
dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de 
la derecha. La movilidad electroforética de los CCCs y CCRIs en la primera dimensión se indican en la 
autorradiografía de la izquierda. Las flechas de color azul señalan la movilidad electroforética del 
topoisómero con mayor movilidad dentro de la población de CCRIs. 
 
 
4.5. Estudio de la movilidad electroforética de los RIs de pBR18-TerE@StyI y de 
pBR18-TerE@AatII en presencia de concentraciones altas de EthBr en geles 
bidimensionales de agarosa. 
 
Los RIs de plásmidos de replicación autónoma con las horquillas detenidas sí 
son capaces de recuperar cierta movilidad electroforética en presencia de 
concentraciones altas de EthBr in vitro (Olavarrieta y col., 2002b). Para explicar esta 
aparente paradoja se consideraron dos posibilidades. La horquilla en retroceso podría 
influir en la movilidad electroforética de los RIs y éstos podrían recuperar movilidad 
dependiendo de cuanto haya retrocedido la horquilla. Por otro lado, el retroceso de las 
horquillas podría ser limitado y a partir de un punto los RIs adquirirían 
superenrollamiento (+) por lo que recuperarían cierta movilidad en presencia de 
concentraciones altas de EthBr.  
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Para distinguir entre estas dos posibilidades se analizaron formas intactas de 
pBR18-TerE@StyI y de pBR18-TerE@AatII en geles bidimensionales de agarosa en los 
que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de concentraciones aún 
mayores de EthBr, 0,3, 1 y 12,5 μg/ml. Si el hecho de que los RIs recuperen movilidad 
en presencia de concentraciones altas de EthBr se debiera al aumento de longitud del 
cuarto brazo generado por el retroceso de la horquilla o a la correspondiente 
disminución del tamaño de la burbuja acumulada, la presencia de concentraciones muy 
altas de EthBr haría que aumentara el número de moléculas en las que el cuarto brazo, 
formado por las dos cadenas nacientes apareadas, se extruya por completo. Al extruirse 
el cuarto brazo, las formas parcialmente replicadas se convertirían en moléculas no 
replicadas que migrarían durante la segunda dimensión igual que los CCCs. La 
intensidad de esta señal aumentaría a medida que lo hiciera la concentración de EthBr. 
Si por el contrario, la recuperación de movilidad de los RIs se debiera a que éstos 
adquieren superenrollamiento (+), se esperaría que la movilidad de los mismos fuera 
aumentando conforme lo haga la concentración de EthBr. Además, la extrusión del 
cuarto brazo no tendría lugar. En la figura 29 se muestran cuatro autorradiografías 
correspondientes a geles bidimensionales de agarosa en los que se analizaron formas 
intactas de pBR18-TerE@StyI en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia 
o en presencia de EthBr 0,3, 1 y 12,5 μg/ml. Como ya se indicó anteriormente, para 
poder comparar la movilidad electroforética de los CCRIs expuestos a distintas 
concentraciones de EthBr, las diferentes autorradiografías se alinearon atendiendo a la 
movilidad de los OCs, OCRIs y Ls. La movilidad de las formas superenrolladas (CCCs 
y CCRIs) en la primera dimensión se indica en la autorradiografía de la izquierda, en la 
que la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes intercalantes. La 
movilidad de las formas relajadas (OCs y OCRIs) y la de las Ls en la segunda 
dimensión se indica en la autorradiografía de la derecha. Las flechas de color azul 
señalan la movilidad electroforética del topoisómero que presentó mayor movilidad 
dentro de la población de CCRIs. En las autorradiografías se observa que los CCRIs 
recuperaron movilidad electroforética en presencia de concentraciones muy altas de 
EthBr. Además, esta movilidad aumentó cuanto mayor era la concentración de EthBr 
presente durante la segunda dimensión. Por otro lado, no se observó ninguna señal 
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correspondiente a moléculas en las que las horquillas en retroceso hubieran retrocedido 
hasta causar la extrusión del cuarto brazo. 
 
 
 
 
Figura 29: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de 
distintas concentraciones de EthBr. En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión 
transcurrió en ausencia de agente intercalante. En todas las demás la concentración de EthBr empleada se 
indica sobre cada una de ellas. Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, 
OCRIs y Ls, cuyas movilidades electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de 
agentes intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de la derecha. La movilidad 
electroforética de los CCCs y CCRIs en la primera dimensión se indican en la autorradiografía de la 
izquierda. Las flechas de color azul señalan la movilidad electroforética del topoisómero con mayor 
movilidad dentro de la población de CCRIs. 
 
 
También se analizaron formas intactas de pBR18-TerE@AatII en geles 
bidimensionales de agarosa en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o 
en presencia de EthBr, 0,3, 1 y 12,5 μg/ml. Las autorradiografías correspondientes a 
estos geles se muestran en la figura 30. El comportamiento de los CCRIs de pBR18-
TerE@AatII fue idéntico al de los de pBR18-TerE@StyI. Los CCRIs también 
recuperaron movilidad electroforética en presencia de concentraciones muy altas de 
EthBr y esta movilidad fue tanto mayor cuanto mayor era la concentración de EthBr 
presente durante la segunda dimensión. En este caso tampoco se detectó señal alguna 
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correspondiente a moléculas en las que las horquillas en retroceso hubieran retrocedido 
hasta causar la extrusión del cuarto brazo.  
 
 
 
 
Figura 30: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@AatII en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de 
distintas concentraciones de EthBr. En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión 
transcurrió en ausencia de agente intercalante.En todas las demás la concentración de EthBr empleada se 
indica sobre cada una de ellas. Todas las autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, 
OCRIs y Ls, cuyas movilidades electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de 
agentes intercalantes, tal y como se indica en la autorradiografía de la derecha. La movilidad 
electroforética de los CCCs y CCRIs en la primera dimensión se indican en la autorradiografía de la 
izquierda. Las flechas de color azul señalan la movilidad electroforética del topoisómero con mayor 
movilidad dentro de la población de CCRIs. 
 
 
Estos resultados sugieren que en presencia de concentraciones altas de EthBr los 
CCRIs recuperan movilidad electroforética debido a que adquieren superenrollamiento 
(+). 
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4.6. Identificación de RIs positivamente superenrollados. 
 
Para confirmar que la recuperación de movilidad electroforética de los CCRIs en 
presencia de concentraciones altas de EthBr se debe a que éstos adquieren 
superenrollamiento (+) se decidió utilizar dos tipos de abordajes experimentales. El 
primero consistió en emplear la enzima DNase I para introducir roturas de cadena 
sencilla en la doble hélice del DNA de los RIs de pBR18-TerE@StyI entre la primera y 
la segunda dimensión y analizar la movilidad de los mismos durante la segunda 
dimensión en ausencia y en presencia de 1 μg/ml de EthBr. El segundo consistió en 
analizar al microscopio electrónico una muestra enriquecida en CCRIs de pBR18-
TerE@StyI en presencia de 1 μg/ml de EthBr. 
 
 
4.6.1. Estudio de la movilidad electroforética de los CCRIs de pBR18-TerE@StyI 
incubados con DNase I. 
 
Con el fin de confirmar que la ganancia de movilidad electroforética de los 
CCRIs en presencia de concentraciones altas de EthBr se debía a que estos adquirían 
superenrollamiento (+) se analizaron formas intactas de pBR18-TerE@StyI en geles 
bidimensionales de agarosa, en los que al terminar la primera dimensión, la calle de 
agarosa que contenía el DNA se incubó con la enzima DNase I de páncreas bovino en 
ausencia o en presencia de 1 μg/ml de EthBr. A continuación, la segunda dimensión 
transcurrió siempre en presencia de 1μg/ml de EthBr. La DNase I es una endonucleasa 
que hidroliza tanto DNA de cadena sencilla como DNA de cadena doble, 
preferentemente en sitios adyacentes a las bases pirimidínicas del DNA. En presencia de 
iones magnesio, esta endonucleasa hidroliza mayoritariamente las cadenas del DNA en 
distintos puntos de modo independiente, provocando roturas de cadena sencilla a lo 
largo de toda la molécula. En presencia de iones manganeso (Mn2+), la DNase I 
hidroliza mayoritariamente las cadenas del DNA en el mismo punto aproximadamente, 
provocando roturas de cadena doble a lo largo de toda la molécula (Kunitz, 1950; 
Vanecko y Laskowski, 1961).  
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En este experimento intentamos aprovechar la capacidad de la DNase I de 
inducir roturas de cadena sencilla en la doble hélice del DNA en presencia de iones 
magnesio. Una molécula de DNA negativamente superenrollada incubada con DNase I 
debería perder todo su superenrollamiento (-) de forma casi instantánea debido a la 
rotura de una de las dos cadenas de la doble hélice y se relajaría, por lo que su 
superenrollamiento se haría igual a 0. Las moléculas con una o más roturas de cadena 
sencilla no serían capaces de adquirir superenrollamiento (+) en presencia de un agente 
intercalante y por lo tanto, no recuperarían movilidad electroforética en presencia de 
concentraciones altas de EthBr. La figura 31 muestra cuatro autorradiografías 
correspondientes a geles bidimensionales de agarosa en los que el DNA se incubó con 
0,1 U/μl de DNase I de páncreas bovino a 37ºC durante 15 minutos en ausencia o en 
presencia de 1 μg/ml de EthBr. La segunda dimensión transcurrió en ausencia o en 
presencia de 1 μg/ml de EthBr. Las diferentes autorradiografías se alinearon atendiendo 
a la movilidad de los OCs, OCRIs y Ls durante la segunda dimensión. La movilidad de 
las formas superenrolladas (CCCs y CCRIs) en la primera dimensión se indica en la 
autorradiografía de la izquierda, en la que la segunda dimensión transcurrió en ausencia 
de agentes intercalantes. La movilidad de las formas relajadas (OCs y OCRIs) y la de 
las Ls en la segunda dimensión se indica en la autorradiografía de la derecha. En esta 
autorradiografía, se indica además la movilidad de otras especies moleculares que se 
originaron después del tratamiento. Las flechas de color azul señalan la movilidad 
electroforética del topoisómero que presentó mayor movilidad dentro de la población de 
CCRIs.  
 
La autorradiografía de la izquierda (figura 31A) muestra la movilidad 
electroforética de los CCRIs en ausencia de agentes intercalantes. La siguiente 
autorradiografía (figura 31B) corresponde al análisis de RIs de pBR18-TerE@StyI en un 
gel bidimensional en el que la segunda dimensión transcurrió en presencia de 1 μg/ml 
de EthBr. Como ya se describió en la figura 29, los CCRIs recuperaron cierta movilidad 
en presencia de esta concentración de EthBr. Las dos siguientes autorradiografías 
corresponden a geles en los que el DNA se incubó con DNase I entre la primera y la 
segunda dimensión en ausencia (figura 31C) o en presencia de 1 μg/ml de EthBr (figura 
31D). En ambos casos la segunda dimensión transcurrió en presencia de 1 μg/ml de 
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EthBr. La DNase I no digirió completamente todas las moléculas superenrolladas 
(CCCs y CCRIs) presentes en la muestra, de manera que un porcentaje de éstas no se 
vieron afectadas por la endonucleasa y se comportaron de modo idéntico a los CCCs y 
CCRIs que se detectan en la autorradiografía de la figura 31B, es decir, recuperaron 
movilidad electroforética durante la segunda dimensión en presencia de 1 μg/ml de 
EthBr. Muchas moléculas que migraron como CCCs durante la primera dimensión lo 
hicieron como OCs durante la segunda. Además, en algunos casos, la DNase I produjo 
roturas de cadena doble, por lo que algunas moléculas que migraron como CCCs y OCs 
durante la primera dimensión, lo hicieron como Ls durante la segunda. 
 
 
 
 
Figura 31: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI incubados con DNase I entre la primera y la segunda dimensión en ausencia o 
presencia de 1 μg/ml de EthBr y en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o 
presencia de 1 μg/ml de EthBr. A: Autorradiografía correspondiente a un gel bidimensional en el que  
en la que se la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agente intercalante. B, C y D: 
Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales en los que la segunda dimensión transcurrió 
en presencia de 1 μg/ml de EthBr. La calle de agarosa de la primera dimensión que contenía las muestras 
de DNA se incubó con 0,1 U/μl de DNase I a 37ºC durante 15 minutos en ausencia (C) o en presencia de 
1 μg/ml de EthBr (D). Las flechas de color azul indican la movilidad electroforética del topoisómero con 
mayor movilidad dentro de la población de CCRIs. 
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Cuando la DNase I indujo roturas de cadena sencilla en los intermediarios 
parcialmente replicados, las moléculas que migraron como CCRIs durante la primera 
dimensión migraron como OCRIs durante la segunda dimensión. En aquellos casos en 
los que la DNase I indujo roturas de cadena doble en los intermediarios parcialmente 
replicados, se generaron tres tipos de moléculas Ls dependiendo del lugar en el que se 
hubiera producido la doble rotura. Cuando la doble rotura se produjo en la parte no 
replicada de la molécula, las moléculas Ls resultantes contenían una burbuja interna 
(LRIs1). Cuando la doble rotura se produjo en la parte ya replicada se generaron dos 
tipos de moléculas Ls dependiendo de si se produjeron roturas sólo en una o en las dos 
cromátidas hermanas. Si se produjo una rotura sólo en una de las dos cromátidas 
hermanas, las moléculas resultates tenían forma de sigma (OCRIs1), si se produjeron 
roturas dobles en las dos cromátidas hermanas, por el contrario, se generaron moléculas 
Ls con forma de Y simple o Y doble (LRIs2). En la autorradiografía de la figura 31C se 
observa que la gran mayoría de los CCRIs no recuperaron movilidad al ser expuestos a 
1 μg/ml de EthBr durante la segunda dimensión después de ser incubados con DNase I. 
En la figura 31D se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional de agarosa en el que se analizaron RIs de pBR18-TerE@StyI tratados con 
1 μg/ml de EthBr durante 1 hora con el fin de inducir superenrollamiento (+) y a 
continuación se incubaron con DNase I entre la primera y la segunda dimensión. 
Seguidamente, la segunda dimensión transcurrió en presencia de 1 µg/ml de EthBr. En 
este caso, la gran mayoría de los CCRIs tampoco recuperaron movilidad electroforética 
durante la segunda dimensión. La observación más relevante de todos estos 
experimentos fue que ni los CCRIs negativamente superenrollados ni aquellos 
positivamente superenrollados fueron capaces de recuperar movilidad electroforética 
durante la segunda dimensión en presencia de 1 μg/ml de EthBr tras ser tratados con 
DNase I. Estos resultados confirman que la movilidad electroforética de los CCRIs 
intactos en presencia de 1 μg/ml de EthBr se debe a su superenrollamiento (+). 
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4.6.2. Identificación de RIs positivamente superenrollados mediante microscopía 
electrónica. 
 
Con el fin de confirmar aún más que la recuperación de movilidad 
electroforética de los CCRIs en presencia de concentraciones altas de EthBr se debía a 
que éstos son capaces de adquirir superenrollamiento (+), se analizó al microscopio 
electrónico una muestra enriquecida en los RIs de pBR18-TerE@StyI aislados en 
presencia de 1 μg/ml de EthBr. Como se comentó anteriormente, la región no replicada 
es mayor en el plásmido pBR18-TerE@StyI que en pBR18-TerE@AatII. Como el 
efecto del EthBr sobre la topología de los RIs se debe exclusivamente al agente 
intercalante presente en la región no replicada, el EthBr debería inducir más 
superenrollamiento (+) en pBR18-TerE@StyI y por ello se decidió analizar este 
plásmido y no pBR18-TerE@AatII. La estrategia empleada para preparar muestras 
enriquecidas en RIs se describe en el apartado 3.15.1 de Materiales y Métodos. En 
resumen, se aislaron CCRIs de geles unidimensionales de agarosa empleando las 
condiciones descritas anteriormente para una segunda dimensión, es decir, la 
concentración de agarosa en el gel fue del 1% y la electroforesis transcurrió a 5 V/cm a 
4º C durante 10 horas. Tras la electroforesis, se aislaron las moléculas de interés por 
electroelución. Tanto la electroforesis como la electroelución transcurrieron en 
presencia de 1 μg/ml de EthBr. Finalmente la muestra se resuspendió en agua destilada 
y 1 μg/ml de EthBr y se preparó para su análisis al microscopio electrónico usando el 
método BAC (ver el apartado 3.16 de Materiales y Métodos). En la figura 32 se 
muestran cinco fotografías al microscopio electrónico de los CCRIs de pBR18-
TerE@StyI en presencia de 1 μg/ml de EthBr. Todas las imágenes fueron captadas por 
el programa Adobe Photoshop v5.0.2. Un número reducido de los CCRIs analizados 
tenían la apariencia de moléculas relajadas. Probablemente en estas moléculas 
ocurrieron roturas de cadena sencilla durante el proceso de enriquecimiento. En la parte 
superior de la figura (figura 32A) se muestra una micrografía de un CCRI relajado y a la 
izquierda un diagrama interpretativo en el que se observa que la región del plásmido no 
replicada representa un 74% de la molécula, mientras que un 26% corresponde a la 
región ya replicada. Esto es debido a que en este plásmido las horquillas de replicación 
se detienen al llegar a la secuencia TerE, es decir, cuando han recorrido 
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aproximadamente un 26% de la molécula. El análisis de este RIs se llevó a cabo 
mediante el programa NIH Image v1.61. La gran mayoría de los CCRIs analizados 
mostraron una forma que indicaba que estaban superenrollados. Algunas de las 
micrografías de los mismos se muestran en la parte inferior de la figura (figura 32C, D, 
E y F).  
 
 
 
 
Figura 32: Análisis al microscopio electrónico de una muestra enriquecida en los CCRIs de pBR18-
TerE@StyI en presencia de 1 μg/ml de EthBr. A, C, D, E y F: Fotografías de microscopía electrónica 
de RIs seleccionados. La gran mayoría de las moléculas observadas estaban superenrolladas, algunas 
deellas se muestran en la parte inferior de la figura (C, D, E y F). En la parte superior se muestra una 
molécula relajada (A) y un esquema representativo de la misma (B). La doble hélice parental se 
representa en colores azul y verde y las cadenas nacientes en color rojo. Los números indican el 
porcentaje de la región ya replicada (26%) y el de la no replicada (74%). 
 
 
Los resultados obtenidos tras el análisis de los RIs de pBR18-TerE@StyI al 
microscopio electrónico así como los obtenidos tras el tratamiento de los mismos con 
DNase I nos permitieron concluir que el superenrollamiento (+) inducido por 
concentraciones altas de EthBr provoca inicialmente un retroceso limitado de las 
horquillas de replicación detenidas en la secuencia TerE. Este retroceso, no obstante, 
cesa a partir de un punto y los RIs comienzan a acumular superenrollamiento (+), lo que 
hace que recuperen cierta movilidad electroforética. 
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4.7. Estudio de la movilidad electroforética de los RIs de pBR18-TerE@StyI en 
presencia de Pso y de concentraciones altas de EthBr en geles bidimensionales de 
agarosa. 
 
Se quiso confirmar que la recuperación de movilidad electroforética de los RIs 
de plásmidos con las horquillas de replicación detenidas en presencia de 
concentraciones altas de EthBr se debe a que en estos RIs el retroceso de las horquillas 
no es un proceso descontrolado sino limitado. Para ello, se analizaron formas intactas de 
pBR18-TerE@StyI en geles bidimensionales de agarosa, en los que al terminar la 
primera dimensión, la calle de agarosa que contenía el DNA se trató con 10 μg/ml de 
Pso a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 1 hora. Después de la incubación, 
la calle de agarosa se irradió con luz UV de 363 nm de longitud de onda. Seguidamente, 
la segunda dimensión transcurrió en presencia de distintas concentraciones de EthBr, 
0,3, 1 y 12,5 μg/ml. De este modo y como ya se describió anteriormente, el retroceso de 
las horquillas estaría impedido debido a que el superenrollamiento (+) inducido por el 
EthBr no podría provocar la separación de las cadenas nacientes de sus respectivas 
parentales, al estar éstas covalentemente unidas a través del Pso intercalado. Según la 
hipótesis propuesta, el superenrollamiento (+) inducido por los agentes intercalantes 
inicialmente se transformaría en el retroceso de las horquillas. Pero cuando este 
retroceso cesara, por causas aún desconocidas, los RIs comenzarían a acumular 
superenrollamiento (+). En este experimento en concreto, debido a que el retroceso de 
las horquillas estaría inhibido, todo el superenrollamiento (+) inducido por el EthBr se 
acumularía como tal en los RIs. Se esperaba que los RIs incubados con Pso e irradiados 
con luz UV recuperaran más movilidad electroforética que los no tratados en presencia 
de idénticas concentraciones de EthBr durante la segunda dimensión. La figura 33 
muestra una serie de cuatro autorradiografías que corresponden a geles bidimensionales 
de agarosa en los que se analizaron RIs de pBR18-TerE@StyI tratados o no tratados con 
Pso e irradiados con luz UV entre la primera y la segunda dimensión. La segunda 
dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas concentraciones de EthBr, 
0,3, 1 y 12,5 μg/ml. Todas las autorradiografías se alinearon atendiendo a la movilidad 
de los OCRIs, OCs y Ls. La movilidad de las formas superenrolladas (CCCs y CCRIs) 
en la primera dimensión se indica en la autorradiografía de la izquierda, en la que la 
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segunda dimensión ocurrió en ausencia de agentes intercalantes. La movilidad de las 
formas relajadas (OCs y OCRIs) y la de las Ls en la segunda dimensión se indican en la 
autorradiografía de la derecha. Las flechas de color azul señalan la movilidad 
electroforética durante la segunda dimensión del topoisómero que presentó mayor 
movilidad dentro de la población de CCRIs. En la autorradiografía de la izquierda se 
muestra la movilidad de los CCRIs de pBR18-TerE@StyI en ausencia de agentes 
intercalantes. En las siguientes autorradiografías se observa que los CCRIs recuperaron 
movilidad electroforética en presencia de concentraciones altas de EthBr tras ser 
incubados con Pso e irradiados con luz UV entre la primera y la segunda dimensión. 
Como ya se describió en los resultados mostrados en la figura 29, estos RIs ya 
recuperaron cierta movilidad en presencia de las mismas concentraciones de EthBr y en 
ausencia de Pso. El resultado más sorprendente de este experimento fue que la 
movilidad electroforética de estas moléculas fue significativamente mayor en aquellas 
incubadas con Pso e irradiadas con luz UV. Esta movilidad añadida sería la que estas 
concentraciones de EthBr inducirían en los RIs si parte del superenrollamiento (+) no se 
transformara en el retroceso de las horquillas de replicación. Esta observación confirma 
que inicialmente el superenrollamiento (+) inducido por altas concentraciones de EthBr 
se transformaría en un retroceso de las horquillas. Este retroceso cesaría, no obstante, en 
un momento dado y entonces los RIs en los que las horquillas detenidas ya habían 
retrocedido algo, comenzarían a acumular superenrollamiento (+) y por ello recuperan 
movilidad en presencia de concentraciones altas de EthBr durante la segunda 
dimensión. 
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Figura 33: Autorradiografías correspondientes a geles bidimensionales de los RIs intactos de 
pBR18-TerE@StyI incubados con Pso e irradiados con luz UV entre la primera y la segunda 
dimensión y en los que la segunda dimensión transcurrió en ausencia o en presencia de distintas 
concentraciones de EthBr. En la autorradiografía de la izquierda la segunda dimensión transcurrió en 
ausencia de agentes intercalantes. En todas las demás autorradiografías el DNA se incubó con 10 μg/ml 
de Pso y se irradió con luz UV de 363 nm entre la primera y la segunda dimensión. La concentración de 
EthBr empleada en la segunda dimensión se indica sobre de cada una de las autorradiografías. Todas las 
autorradiografías se alinearon según la posición de los OCs, OCRIs y Ls, cuyas movilidades 
electroforéticas en la segunda dimensión no varían en presencia de agentes intercalantes, tal y como se 
indica en la autorradiografía de la derecha. La movilidad electroforética de los CCCs y CCRIs en la 
primera dimensión se indican en la autorradiografía de la izquierda. Las flechas de color azul señalan la 
movilidad electroforética del topoisómero con mayor movilidad dentro de la población de CCRIs. 
 
 
4.8. Estudio del efecto de altas temperaturas en presencia de iones sodio sobre la 
movilidad electroforética de los RIs de pBR18-TerE@StyI y de pBR18-
TerE@AatII. 
 
Todos los resultados descritos hasta aquí apoyan la idea de que la recuperación 
de movilidad electroforética de los RIs de plásmidos con las horquillas detenidas en 
presencia de concentraciones altas de EthBr se debe a que éstos sí son capaces de 
acumular superenrollamiento (+). Esto sugiere que las horquillas en retroceso no 
tendrían efecto alguno sobre la movilidad electroforética de las moléculas que las 
contienen. De hecho, los RIs intactos en los que el superenrollamiento (+) se ha 
transformado en un retroceso de las horquillas de replicación muestran la misma 
movilidad que sus correspondientes moléculas con una o más roturas de cadena sencilla. 
 97
 
Resultados 
 Con el fin de estudiar si el retroceso de las horquillas en retroceso es capaz de 
provocar un cambio en la movilidad electroforética de las moléculas que las contienen 
decidimos emplear un mecanismo distinto para inducir la migración y la posterior 
resolución de las horquillas en retroceso. El desplazamiento de las HJs se lleva a cabo 
por un proceso que en inglés se denomina branch migration o migración de las HJs. 
Puesto que el coste energético para romper y reformar los puentes de hidrógeno durante 
el desplazamiento de la HJ es escaso o nulo, en un principio se asumió que sería un 
proceso espontáneo. Estudiando HJs sintéticas se comprobó que la tasa de migración 
espontánea de estas uniones no es muy alta (Panyutin y Hsieh, 1994). Sin embargo, la 
migración espontánea de estas estructuras se puede promover eficazmente in vitro bajo 
determinadas condiciones iónicas y de temperatura. Los iones sodio (Na+) promueven 
eficazmente la migración espontánea de las HJs, sobre todo a altas temperaturas 
(Panyutin y Hsieh, 1994). Este efecto ha sido aprovechado por varios autores para 
comprobar si moléculas con forma de X observadas in vivo eran verdaderas HJs (Lopes 
y col., 2003; Segurado y col., 2002; Zou y Rothstein, 1997). Las HJs se resuelven 
cuando la horquilla sale por uno de los extremos de la molécula. Como el retroceso de 
las horquillas de replicación induce la formación de estructuras de tipo Holliday, 
imaginamos que con este tratamiento también se induciría la migración y resolución de 
estas estructuras.  
 
Se analizaron formas intactas de pBR18-TerE@StyI y de pBR18-TerE@AatII en 
geles bidimensionales de agarosa, en los que al terminar la primera dimensión, la calle 
de agarosa que contenía el DNA se incubó con 0,1M de NaCl a 65ºC durante 4 horas. 
Después de la incubación la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes 
intercalantes. Como controles se emplearon los mismos plásmidos no sometidos al 
tratamiento anteriormente descrito. Lo que se esperaba es que este tratamiento 
provocara la resolución total de las HJs generadas por las horquillas de replicación en 
retroceso, lo que daría lugar a la aparición de dos tipos de moléculas. Unas serían 
moléculas circulares idénticas a los plásmidos monoméricos no replicados. Estas 
moléculas resultarían del apareamiento completo de las cadenas parentales ya replicadas 
después de que las horquillas hayan retrocedido por completo. El otro tipo de moléculas 
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que se generarían serían Ls que corresponderían a las dos cadenas nacientes apareadas 
que se extruirían totalmente de los RIs que las contenían.  
 
En la figura 34A se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional de agarosa en el que se analizaron RIs de pBR18-TerE@StyI y en el que 
la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes intercalantes. Inmediatamente 
a su derecha se muestra un diagrama interpretativo en el que se detallan las señales 
correspondientes a las moléculas más abundantes en la muestra analizada. Estas 
moléculas son los CCCs, OCs, CCRIs, OCRIs y Ls. En la figura 34B se muestra una 
autorradiografía correspondiente a un gel bidimensional en el que los RIs se incubaron a 
65ºC en presencia de iones sodio entre la primera y la segunda dimensión. A 
continuación la segunda dimensión transcurrió también en ausencia de agentes 
intercalantes. A la derecha de la autorradiografía se muestra un diagrama interpretativo 
en el que las nuevas señales correspondientes a las moléculas que se generaron debido 
al tratamiento se representan como puntos de color rojo y se señalan con flechas de 
color azul. En esta autorradiografía se puede observar que una fracción significativa de 
las moléculas que durante la primera dimensión migraron como OCRIs, durante la 
segunda mostró la misma movilidad que los OCs. Además, algunas de las moléculas 
que migraron como CCRIs durante la primera dimensión y en las que se produjeron una 
o más roturas de cadena simple entre la primera y la segunda dimensión también 
mostraron la misma movilidad que los OCs durante la segunda dimensión. El hecho de 
que después el tratamiento, ambos tipos moleculares tengan la misma movilidad que los 
OCs indicaría que en estas moléculas la alta temperatura en presencia de los iones sodio 
habría favorecido la extrusión del cuarto brazo formado por las cadenas nacientes de las 
horquillas en retroceso. Tras la extrusión y el apareamiento de las cadenas parentales, 
las moléculas resultantes tendrían la misma masa y forma que los OCs. No se detectó 
señal alguna correspondiente a moléculas Ls de 1050 bp formadas por las dos cadenas 
nacientes probablemente debido a que dada la masa de las mismas (determinada por la 
distancia entre el origen ColE1 y la secuencia TerE en pBR18-TerE@StyI), se 
escaparon del gel. Lo más sorprendente, sin embargo, fue que no se detectó señal alguna 
que indicara que el mismo proceso haya tenido lugar en los CCRIs. La señal esperada 
en caso de que se produjera la extrusión del cuarto brazo en los CCRIs correspondería a 
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moléculas que migraron como CCRIs durante la primera dimensión y como CCCs 
durante la segunda.  
 
 
 
 
Figura 34: Incubación de los RIs de pBR18-TerE@StyI a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl. A: 
Autorradiografía correspondiente al análisis de los RIs de pBR18-TerE@StyI en un gel bidimensional de 
agarosa. A la derecha se muestra un diagrama interpretativo en el que se indican los nombres 
correspondientes a los distintos tipos moleculares más abundantes presentes en la muestra analizada. B: 
Autorradiografía correspondiente al análisis de los RIs de pBR18-TerE@StyI en un gel bidimensional de 
agarosa en el que el DNA se expuso a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl durante 4 horas entre la 
primera y la segunda dimensión. A la derecha se muestra un diagrama interpretativo en el que las flechas 
de color azul indican las señales correspondientes a las moléculas que aparecieron después del 
tratamiento, representadas como puntos de color rojo. La segunda dimensión de ambos geles transcurrió 
en ausencia de agentes intercalantes. 
 
 
Para confirmar los resultados obtenidos, repetimos el mismo experimento pero 
empleando el plásmido pBR18-TerE@AatII. En la figura 35A se muestra una 
autorradiografía correspondiente a un gel bidimensional de agarosa en el que se 
analizaron RIs de pBR18-TerE@AatII y en el que la segunda dimensión transcurrió en 
ausencia de agentes intercalantes. Inmediatamente a su derecha se muestra un diagrama 
interpretativo en el que se detallan las señales correspondientes a las moléculas más 
abundantes presentes en la muestra analizada. Estas moléculas corresponden a los 
CCCs, OCs, CCRIs, OCRIs y Ls. Por debajo de la señal correspondiente a los OCRIs se 
observa otra señal que corresponde a moléculas que durante la primera dimensión 
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migraron como OCRIs y que durante la segunda dimensión presentaron una movilidad 
electroforética mayor que la de los OCRIs. Estas moléculas corresponden a OCRIs en 
los que se habrían producido roturas de DNA de cadena doble tanto en la región no 
replicada como en la ya replicada entre la primera y la segunda dimensión del gel 
bidimensional. En la figura 35B se muestra una autorradiografía correspondiente a un 
gel bidimensional en el que los RIs se incubaron a 65ºC en presencia de iones sodio 
entre la primera y la segunda dimensión. A continuación la segunda dimensión también 
transcurrió en ausencia de agentes intercalantes. A la derecha de la autorradiografía se 
muestra un diagrama interpretativo en el que las nuevas señales correspondientes a las 
moléculas que se generaron debido al tratamiento se representan como puntos de color 
rojo y se señalan con flechas de color azul.  
 
 
 
 
Figura 35: Incubación de los RIs de pBR18-TerE@AatII a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl. A: 
Autorradiografía correspondiente al análisis de los RIs de pBR18-TerE@StyI en un gel bidimensional de 
agarosa. A la derecha se muestra un diagrama interpretativo en el que se indican los nombres 
correspondientes a los distintos tipos moleculares más abundantes presentes en la muestra analizada. B: 
Autorradiografía correspondiente al análisis de los RIs de pBR18-TerE@AatII en un gel bidimensional de 
agarosa en el que el DNA se expuso a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl durante 4 horas entre la 
primera y la segunda dimensión. A la derecha se muestra un diagrama interpretativo en el que las flechas 
de color azul indican las señales correspondientes a las moléculas que aparecieron después del 
tratamiento, representadas como puntos de color rojo. La segunda dimensión de ambos geles transcurrió 
en ausencia de agentes intercalantes. 
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Al igual que ocurrió en el caso de pBR18-TerE@StyI, aquí también se pudo 
observar que una fracción significativa de las moléculas que migraron como OCRIs 
durante la primera dimensión, migraron como OCs durante la segunda. Es de suponer 
que en estas moléculas la alta temperatura en presencia de iones sodio también 
favoreció la extrusión del cuarto brazo formado por las cadenas nacientes debido al 
retroceso de las horquillas. En este caso, no obstante, sí se detectó otra nueva señal en la 
parte inferior izquierda de la autorradiografía que se muestra en la figura 35B. Las 
moléculas responsables de esta señal corresponden a formas Ls de 2567 bp, que es 
precisamente la distancia entre el origen ColE1 y la secuencia TerE en pBR18-
TerE@AatII. Su tamaño y el hecho de que durante la primera dimensión hayan migrado 
como OCRIs indica que estas moléculas corresponden al cuarto brazo formado por las 
cadenas nacientes que fueron extruídas por completo de los plásmidos que las 
contenían. Al igual que en el caso de pBR18-TerE@StyI, tampoco se detectó señal 
alguna que indicara que un proceso semejante tuvo lugar en los CCRIs.  
 
Estos resultados indican que el desplazamiento de las uniones de tipo Holliday 
inducido por altas temperaturas en presencia de iones sodio solamente da lugar a la 
extrusión del cuarto brazo en RIs que contienen una o más roturas de cadena sencilla y 
no en aquellos negativamente superenrollados. Estos resultados concuerdan con los 
obtenidos por otros autores que indican que el retroceso de las horquillas de replicación 
está inhibido en moléculas negativamente superenrolladas (Espeli y Marians, 2004; 
Olavarrieta y col., 2002b; Postow y col., 2001). Los mismos autores afirman, no 
obstante, que la formación de horquillas de replicación en retroceso es favorecida en 
moléculas positivamente superenrolladas. 
 
Con el fin de comprobar si el superenrollamiento (+) favorece el retroceso de las 
horquillas de replicación, se analizaron formas intactas de pBR18-TerE@StyI y de 
pBR18-TerE@AatII en geles bidimensionales de agarosa, en los que al terminar la 
primera dimensión, la calle de agarosa que contenía el DNA se trató con 0,3 μg/ml de 
EthBr durante 1h en la oscuridad, con el fin de inducir superenrollamiento (+). 
Posteriormente, la calle de agarosa que contenía este DNA positivamente 
superenrollado se incubó a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl y de 0,3 µg/ml de EthBr 
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durante 4 horas. Tras este tratamiento, la segunda dimensión transcurrió en presencia de 
0,3 μg/ml de EthBr. Como controles se emplearon los mismos plásmidos no sometidos 
al tratamiento anteriormente descrito. Como ya se describió con anterioridad, las altas 
temperaturas en presencia de iones sodio provocarían la resolución total de las HJs 
generadas por las horquillas de replicación en retroceso. Debido a ello, se generarían los 
dos tipos de moléculas anteriormente descritas. Unas serían moléculas circulares 
idénticas a los plásmidos monoméricos no replicados. Las otras serían moléculas Ls que 
corresponderían al cuarto brazo de las estructuras de tipo Holliday formado por las 
cadenas nacientes apareadas que al ser extruídas se separarían totalmente del RI que las 
contenía.  
 
En la figura 36A se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional de agarosa en el que se analizaron los RIs de pBR18-TerE@StyI y en el 
que la segunda dimensión transcurrió en presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. A su derecha 
se muestra un diagrama interpretativo en el que se detallan las señales correspondientes 
a las moléculas más abundantes presentes en la muestra analizada. Estas moléculas son 
los CCCs, OCs, CCRIs, OCRIs y Ls. En la figura 36B se muestra una autorradiografía 
correspondiente a un gel bidimensional en el que al terminar la primera dimensión los 
RIs se trataron con 0,3 μg/ml de EthBr durante 1h en la oscuridad para inducir 
superenrollamiento (+). Posteriormente, la calle de agarosa que contenía el DNA 
positivamente superenrollado se incubó a 65ºC en presencia de iones sodio. A 
continuación la segunda dimensión transcurrió en presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. A la 
derecha de la autorradiografía se muestra un diagrama interpretativo, en el que la nueva 
señal generada por las moléculas formadas debido al tratamiento se representa como un 
punto de color rojo y se señala con una flecha de color azul. En esta autorradiografía se 
puede observar que una fracción significativa de las moléculas que migraron como 
OCRIs durante la primera dimensión, lo hicieron como OCs durante la segunda. Este 
resultado es idéntico al obtenido cuando se incubaron los RIs del mismo plásmido a 
65ºC en presencia de iones sodio entre la primera y la segunda dimensión y en el que la 
segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes intercalantes (figura 34B). Los 
OCRIs son moléculas en las que ya antes de la primera dimensión se produjeron una o 
más roturas de cadena sencilla. Por ello, su movilidad electroforética no es afectada por 
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la presencia de un agente intercalante. En estas moléculas la alta temperatura en 
presencia de iones de sodio favoreció la extrusión del cuarto brazo formado por las dos 
cadenas nacientes. Tras la extrusión del cuarto brazo y el apareamiento de las cadenas 
parentales, las moléculas resultantes tendrían la misma forma y masa que los OCs. Lo 
más sorprendente fue que aquí tampoco se detectó señal alguna que indicara que en los 
CCRIs, que estaban positivamente superenrollados, este tratamiento haya inducido la 
extrusión del cuarto brazo formado por las cadenas nacientes.  
 
 
 
 
Figura 36: Incubación de los RIs de pBR18-TerE@StyI a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl en 
ausencia y en presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. A: Autorradiografía correspondiente al análisis de los 
RIs de pBR18-TerE@StyI en un gel bidimensional de agarosa. A la derecha se muestra un diagrama 
interpretativo en el que se indican los nombres correspondientes a los distintos tipos moleculares más 
abundantes presentes en la muestra analizada. B: Autorradiografía correspondiente al análisis de los RIs 
de pBR18-TerE@StyI en un gel bidimensional de agarosa en el que el DNA se incubó con 0,3 μg/ml de 
EthBr durante 1 hora entre la primera y la segunda dimensión. Posteriormente, el DNA se expuso a 65ºC 
en presencia de 0,1M de NaCl y de la misma concentración de EthBr durante 4 horas. A la derecha se 
muestra un diagrama interpretativo en el que la flecha de color azul indica la señal correspondiente a las 
moléculas que aparecieron después del tratamiento que se representa como un punto de color rojo. La 
segunda dimensión de ambos geles transcurrió en presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. 
 
 
Para confirmar estos resultados, se hizo el mismo experimento pero empleando 
el plásmido pBR18-TerE@AatII. En la figura 37A se muestra una autorradiografía 
correspondiente a un gel bidimensional de agarosa en el que se analizaron RIs de 
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pBR18-TerE@AatII en el que la segunda dimensión transcurrió en presencia de 0,3 
μg/ml de EthBr. A su derecha se muestra un diagrama interpretativo en el que se 
detallan las señales correspondientes a las moléculas más abundantes presentes en la 
muestra analizada. Estas moléculas corresponden a los CCCs, OCs, CCRIs, OCRIs y 
Ls. En la figura 37B se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional en el que al terminar la primera dimensión los RIs se trataron con 0,3 
μg/ml de EthBr durante 1 hora en la oscuridad para inducir superenrollamiento (+) en 
los mismos. Posteriormente, la calle de agarosa que contenía el DNA positivamente 
superenrollado se incubó a 65ºC en presencia de iones sodio. A continuación la segunda 
dimensión transcurrió en presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. A la derecha de la 
autorradiografía se muestra un diagrama interpretativo en el que las nuevas señales 
generadas por las moléculas que se formaron debido al tratamiento se representan como 
puntos de color rojo y se señalan con flechas de color azul. Al igual que ocurrió en el 
caso de pBR18-TerE@StyI, las altas temperaturas en presencia de iones sodio también 
favorecieron la extrusión del cuarto brazo formado por las cadenas nacientes debido al 
retroceso de las horquillas en los OCRIs, dando lugar a moléculas que durante la 
primera dimensión migraron como OCRIs y durante la segunda lo hicieron como OCs. 
Al igual que ocurrió cuando la segunda dimensión transcurrió en ausencia de agentes 
intercalantes (figura 35B), también aquí pudo observarse en la parte inferior izquierda 
de la autorradiografía una señal que corresponde a moléculas Ls de masa 2567 bp, que 
corresponden al cuarto brazo formado por las dos cadenas nacientes que fueron 
extruídas por completo de los RIs que las contenían. Tampoco en este caso se detectó 
señal alguna que indicara que el mismo proceso había ocurrido en los CCRIs en los que 
el EthBr había inducido superenrollamiento (+).  
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Figura 37: Incubación de los RIs de pBR18-TerE@AatII a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl en 
ausencia y en presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. A: Autorradiografía correspondiente al análisis de los 
RIs de pBR18-TerE@AatII en un gel bidimensional de agarosa. A la derecha se muestra un diagrama 
interpretativo en el que se indican los nombres correspondientes a los distintos tipos moleculares más 
abundantes presentes en la muestra analizada. B: Autorradiografía correspondiente al análisis de los RIs 
de pBR18-TerE@AatII en un gel bidimensional de agarosa en el que el DNA se incubó con 0,3 μg/ml de 
EthBr durante 1 hora entre la primera y la segunda dimensión. Posteriormente, el DNA se expuso a 65ºC 
en presencia de 0,1M de NaCl y de la misma concentración de EthBr durante 4 horas. A la derecha se 
muestra un diagrama interpretativo en el que la flecha de color azul indica la señal correspondiente a las 
moléculas que aparecieron después del tratamiento que se representa como un punto de color rojo. La 
segunda dimensión de ambos geles transcurrió en presencia de 0,3 μg/ml de EthBr. 
 
 
Todos estos resultados indican que, curiosamente, las horquillas en retroceso no 
provocan cambios significativos en la movilidad electroforética de los RIs intactos que 
las contienen. Además, los resultados que hemos obtenido también indican que el 
retroceso de las horquillas es limitado y que la extrusión del cuarto brazo, incluso en 
condiciones que lo deberían favorecer, está inhibida en los RIs tanto negativa como 
positivamente superenrollados. Podemos concluir, por tanto, que tanto el 
superenrollamiento (-) como (+) de los RIs juega un papel crucial que impide que las 
horquillas de replicación retrocedan sin limitación dando lugar a la extrusión del cuarto 
brazo formado por las cadenas nacientes. 
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4.9. Estudio del retroceso de las horquillas de replicación in vivo después de la 
digestión de RIs con enzimas de restricción. 
 
El hecho de que la presencia de horquillas de replicación en retroceso no 
provoque cambios significativos en la movilidad electroforética de los RIs que las 
contienen, corroborado por los resultados que se presentan en las figuras 25-30 de la 
presente tesis doctoral, contradice las observaciones realizadas por otros autores que, 
como se explicó en la Introducción, atribuyen a moléculas con horquillas en retroceso la 
generación de una señal en forma de cono en las autorradiografías de RIs analizados en 
geles bidimensionales después de su digestión con enzimas de restricción. Si esa señal 
difusa en forma de cono se debiera a horquillas que han retrocedido a partir de cualquier 
sitio, la señal generada debería cubrir toda la zona existente entre el arco de Y simple y 
las Ls (figura 5D) y no sólo la zona entre la región descendente del arco de Y simple y 
la señal generada por los RcIs (figura 5B). Con el fin de resolver esta aparente 
contradicción, decidimos utilizar geles bidimensionales de agarosa para analizar RIs con 
horquillas detenidas específicamente en la secuencia Ter clonada a diferentes distancias 
del origen de replicación unidireccional ColE1, después de su digestión con enzimas de 
restricción, de forma que la masa del RI acumulado fuera 1,26x, 1,60x y 1,81x 
respectivamente. 
 
 
4.9.1. Análisis de los RIs de pBR18-TerE@StyI digeridos con AflIII. 
 
En la figura 38A se representa un mapa de pBR18-TerE@StyI en el que se 
detallan sus elementos más importantes, el origen de replicación unidireccional ColE1 
(representado por una flecha de color verde), el terminador polar de la replicación de E. 
coli, TerE (en color rojo) y el gen de resistencia a Amp (representado por una flecha de 
color azul). Además se indica el sitio de corte de AflIII. Como puede verse, esta enzima 
produciría un único corte dentro de la burbuja replicativa que se acumula cuando las 
horquillas de replicación que se inician en el origen ColE1 del plásmido se detienen en 
la secuencia TerE. En la figura 38B se muestra un RI acumulado con una burbuja 
interna y cuya masa es 1,26x, es decir 1,26 veces la masa del plásmido no replicado. La 
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digestión de los RIs acumulados de pBR18-TerE@StyI con AflIII generaría fragmentos 
de DNA Ls con forma de Y doble y cuya masa sería 1,26x (figura 38C). 
 
 
 
 
Figura 38. Mapa de pBR18-TerE@StyI. A: En el exterior del mapa se indican la posición y orientación 
del origen de replicación ColE1 (flecha de color verde), la posición y orientación del terminador polar de 
la replicación TerE (en color rojo) y el sitio de reconocimiento de la enzima de restricción AflIII. En el 
interior del mismo se indica la posición y orientación del gen de resistencia a Amp (flecha de color azul). 
B: Esquema del RI que se acumula cuando la horquilla de replicación se detiene al llegar a la secuencia 
TerE. La doble hélice parental se representa en colores azul y verde y las cadenas nacientes en color rojo. 
C: La digestión del RI mostrado en B con AflIII genera una molécula con forma de Y doble de masa 
1,26x. 
 
 
En la figura 39A se muestra un mapa de pBR18-TerE@StyI linearizado con 
AflIII y debajo una serie de RIs con sus masas respectivas indicadas a la izquierda 
simulados por el programa 2D_Gels (Viguera y col., 1998). Debido a que se trata del 
plásmido linearizado, el fragmento contiene tanto el origen de replicación 
unidireccional ColE1 como la secuencia TerE y su masa es de 4356 bp. La replicación 
se iniciaría en el origen ColE1 y la horquilla se desplazaría hacia la izquierda generando 
RIs con una burbuja interna. Cuando la horquilla alcanzara el extremo izquierdo del 
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fragmento linearizado, la burbuja se abriría y el RI adoptaría la forma de una Y simple. 
Lo que ocurre en este caso es que el sitio de restricción AflIII se encuentra situado muy 
próximo al origen de replicación del plásmido, de modo que prácticamente nada más 
generarse la burbuja, ésta se rompe, debido a la salida de la horquilla por el extremo de 
la molécula digerida. Por ello, los RIs que contendrían una burbuja interna no son 
apreciables en el análisis de este fragmento. Debido a la circularidad de pBR18-
TerE@StyI in vivo, nada más salir por el extremo izquierdo, la horquilla volvería a 
entrar por el extremo derecho, dando lugar a RIs con forma de Y doble. Cuando la 
horquilla alcance la secuencia TerE se detendría, lo que daría lugar a la acumulación de 
un RI específico con forma de Y doble y una masa 1,26x, es decir 1,26 veces la masa 
del plásmido no replicado. Si la horquilla fuese capaz de superar esta barrera, 
continuaría su desplazamiento hacia la izquierda generando RIs de masa creciente 
(siempre con forma de Y doble) hasta completar la replicación del plásmido. En la 
figura 39B se muestra el patrón esperado cuando se analiza la replicación de este 
fragmento en un gel bidimensional de agarosa, simulado por el programa 2D_Gels 
(Viguera y col., 1998). La acumulación de un RI específico con forma de Y doble y una 
masa 1,26x generaría una señal de mayor intensidad que se distinguiría claramente 
sobre el arco de Y dobles. Si la horquilla superase esta barrera, los RIs con forma de Y 
doble de masa creciente darían lugar a una señal en forma de arco con una inflexión en 
el tramo final. En la figura 39C se muestra la autorradiografía que se obtuvo tras 
analizar mediante electroforesis bidimensional una muestra de los RIs de pBR18-
TerE@StyI digeridos con AflIII. A la derecha, en la figura 39D se muestra un diagrama 
interpretativo de la misma. En este diagrama, 1,0x indica la señal de mayor intensidad y 
forma redondeada que se observa en la región inferior derecha de la autorradiografía. 
Esta señal se encuentra sobre el arco de Ls y correspondería a las formas linearizadas 
del plásmido no replicado. El arco de Ls comienza en la señal 1,0x y pasa por la señal 
denominada 2,0x, que correspondería a moléculas que están muy próximas a completar 
su replicación y cuya masa es el doble de la del plásmido no replicado. Por encima y 
más a la izquierda de la señal 1,0x aparece otra señal generada por moléculas que 
mostraron menor movilidad electroforética tanto durante la primera como durante la 
segunda dimensión. Esta señal de forma redondeada e intensidad intermedia 
correspondería a los RIs con forma de Y doble y masa 1,26x acumulados cuando la 
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horquillas se detienen al llegar a la secuencia TerE. Ambas señales están unidas por el 
arco de Y dobles que presenta una inflexión, constituido por toda la serie de RIs 
mostrados en la figura 39A, cuyas masas varían desde 1,0x hasta 2,0x. De la señal 
correspondiente a los RIs con forma de Y doble acumulados nacía una señal vertical 
que en el esquema interpretativo de la figura 39D se representa como una línea de color 
rojo y se indica con una flecha de color azul. Esta señal estaría constituída por 
moléculas de masa 1,26x cuya movilidad electroforética durante la segunda dimensión 
fue mayor que la de los RIs acumulados de igual masa. Esta señal descendente era más 
intensa al comienzo y prácticamente indetectable a medida que se iba acercando al arco 
de Ls. Las líneas de puntos de color gris que se muestra en el diagrama interpretativo 
representan el arco de recombinantes, generado por moléculas con forma de X cuya 
movilidad electroforética en segunda dimensión depende del sitio en el que se haya 
producido la recombinación entre las dos dobles hélices de DNA y el arco de Ls 
respectivamente. 
 
Si la horquilla bloqueada en el complejo Ter-Tus retrocediera y la HJ formada se 
desplazara hacia el origen, se formaría una serie de moléculas en las que la HJ estaría 
localizada en distintas posiciones entre la secuencia TerE y el extremo 3’ del fragmento. 
Puesto que todas estas moléculas y los RIs acumulados con forma de Y doble de los que 
proceden tendrían la misma masa (1,26x), deberían tener prácticamente la misma 
movilidad durante la primera dimensión y sufrir un cambio de movilidad significativo 
sólo durante la segunda dimensión, dependiendo de la posición de la HJ dentro del 
fragmento. Por lo tanto, la señal vertical detectada en este gel bidimensional podría 
corresponder a moléculas en las que al menos una fracción de las horquillas bloqueadas 
en Ter-Tus habrían retrocedido cierta extensión.  
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Figura 39: Análisis de los RIs de pBR18-TerE@StyI digeridos con AflIII en geles bidimensionales 
de agarosa. A: En la parte superior se muestra un mapa del fragmento AflIII-AflIII que incluye el origen 
unidireccional ColE1 (flecha de color verde) así como la secuencia de la barrera para las horquillas de 
replicación TerE (en color rojo). Debajo, se muestran una serie de RIs simulados por el programa 
2D_Gels (Viguera y col., 1998) con sus respectivas masas indicadas a la izquierda de cada RI. B: Patrón 
esperado cuando se analiza la replicación de este fragmento de restricción en un gel bidimensional de 
agarosa. C: Autorradiografía del gel bidimensional. D: Esquema interpretativo de la autorradiografía. La 
señal que se origina a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados se representa como una 
línea de color rojo y se encuentra señalada por una flecha de color azul. Las líneas discontinuas de color 
gris corresponden a los RcIs y a los Ls respectivamente. Como sonda se empleó el plásmido pBR322. 
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4.9.2. Análisis de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII. 
 
En la figura 40A se representa un mapa de pBR18-TerE@AatII en el que se 
detallan sus elementos más importantes, como el origen de replicación unidireccional 
ColE1 (representado como una flecha de color verde), el terminador polar de la 
replicación de E. coli, TerE (en color rojo) y el gen de resistencia a Amp (representado 
como una flecha de color azul). Además se indica el sitio de corte de AflIII. Como 
puede verse esta enzima produciría un único corte dentro de la burbuja replicativa que 
se acumula cuando las horquillas de replicación que se forman en el origen 
unidireccional ColE1 del plásmido se detienen en la secuencia TerE. En la figura 40B se 
muestra un RI acumulado que contiene una burbuja interna y cuya masa es 1,60x, es 
decir 1,60 veces la masa del plásmido no replicado. La digestión de los RIs de pBR18-
TerE@AatII con AflIII generaría RIs acumulados con forma de Y doble y cuya masa 
sería 1,60x (figura 40C). 
 
En la figura 41A se muestra un mapa de pBR18-TerE@AatII linearizado con 
AflIII y debajo una serie de RIs con sus masas respectivas indicadas a la izquierda 
simulados por el programa 2D_Gels (Viguera y col., 1998). Debido a que se trata del 
plásmido linearizado, el fragmento contiene tanto el origen de replicación ColE1 como 
la secuencia TerE y su masa es de 4412 bp. La replicación se iniciaría en el origen 
ColE1 y la horquilla se desplazaría hacia la izquierda generando RIs con una burbuja 
interna. Cuando la horquilla alcanzara el extremo izquierdo del fragmento linearizado, 
la burbuja se abriría y el RI adoptaría la forma de una Y simple. Al igual que ocurría en 
el fragmento anterior, el sitio de restricción AflIII se encuentra situado muy próximo al 
origen de replicación del plásmido, de modo que prácticamente nada más generarse la 
burbuja, ésta se rompe, debido a la salida de la horquilla por el extremo de la molécula. 
Por ello, los RIs que contendrían una burbuja interna tampoco son apreciables en este 
estudio. Debido a la circularidad de pBR18-TerE@AatII in vivo, nada más salir por el 
extremo izquierdo, la horquilla volvería a entrar por el extremo derecho, dando lugar a 
RIs con forma de Y doble. Cuando la horquilla alcance la secuencia TerE se detendría, 
lo que daría lugar a la acumulación de un RI específico que también tendría forma de Y 
doble, pero cuya masa es mayor que en el caso del fragmento anterior, ya que es 1,60x. 
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Si la horquilla fuese capaz de superar esta barrera, continuaría su desplazamiento hacia 
la izquierda generando RIs de masa creciente (siempre con forma de Y doble) hasta 
completar la replicación del plásmido. 
 
 
 
 
Figura 40. Mapa de pBR18-TerE@AatII. A: En el exterior del mapa se indican la posición y 
orientación del origen de replicación ColE1 (flecha de color verde), la posición y orientación del 
terminador polar de la replicación TerE (en color rojo) y el sitio de reconocimiento de la enzima de 
restricción AflIII. En el interior del mismo se indica la posición y orientación del gen de resistencia a Amp 
(flecha de color azul). B: Esquema del RI que se acumula cuando la horquilla de replicación se detiene al 
llegar a la secuencia TerE. La doble hélice parental se representa en colores azul y verde y las cadenas 
nacientes en color rojo. C: La digestión del RI mostrado en B con AflIII genera una molécula con forma 
de Y doble de masa 1,60x. 
 
 
En la figura 41B se muestra el patrón esperado cuando se analiza la replicación 
de este fragmento en un gel bidimensional de agarosa, simulado por el programa 
2D_Gels (Viguera y col., 1998). La acumulación de un RI específico con forma de Y 
doble y una masa 1,60x generaría una señal de mayor intensidad que se distinguiría 
claramente sobre el arco de Y dobles. Si la horquilla superase esta barrera, los RIs con 
 113
 
Resultados 
forma de Y doble de masa creciente darían lugar a una señal en forma de arco con una 
inflexión en el tramo final. En la figura 41C se muestra la autorradiografía que se 
obtuvo tras analizar una muestra de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII 
por electroforesis bidimensional. En la figura 41D se muestra un diagrama 
interpretativo de la misma. En este diagrama, 1,0x indica la señal de mayor intensidad y 
forma redondeada que se observa en la región inferior derecha de la autorradiografía. 
Esta señal se encuentra sobre el arco de Ls y correspondería a las formas linearizadas 
del plásmido no replicado. El arco de Ls comienza en la señal 1,0x y pasa por la señal 
2,0x. Por encima y más a la izquierda de la señal 1,0x aparece otra señal generada por 
moléculas que mostraron menor movilidad electroforética tanto durante la primera 
como durante la segunda dimensión. Esta señal de forma redondeada e intensidad 
intermedia correspondería a los RIs con forma de Y doble y masa 1,60x acumulados 
cuando la horquillas se detienen al llegar a la secuencia TerE. Ambas señales están 
unidas por el arco de Y dobles que presenta una inflexión, constituido por toda la serie 
de RIs mostrados en la figura 41A, cuyas masas varían desde 1,0x hasta 2,0x. Las líneas 
de puntos de color gris que aparecen en el diagrama interpretativo representan el arco de 
recombinantes y el arco de Ls respectivamente. En este caso, se observó una señal 
diagonal que nacía a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados. Pero en 
este caso, las moléculas de masa 1,60x responsables de la señal diagonal, mostraron una 
movilidad electroforética durante la segunda dimensión que en algunos casos fue mayor 
y en otros menor que la de los RIs acumulados. Esta señal se representa como una línea 
de color rojo y está indicada con una flecha de color azul. La intensidad de esta señal 
también disminuía a medida que se acercaba al arco de Ls.  
 
La detección de esta señal en las autorradiografías correspondientes a geles 
bidimensionales de agarosa en los que se analizaron los RIs de pBR18-TerE@AatII 
digeridos con AflIII, indicaría que en estos RIs las horquillas de replicación detenidas 
también sufren un retroceso. 
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Figura 41: Análisis de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII en geles bidimensionales 
de agarosa. A: En la parte superior se muestra un mapa del fragmento AflIII-AflIII que incluye el origen 
unidireccional ColE1 (flecha de color verde) así como la secuencia de la barrera para las horquillas de 
replicación TerE (en color rojo). Debajo, se muestran una serie de RIs simulados por el programa 
2D_Gels (Viguera y col., 1998) con sus respectivas masas indicadas a la izquierda de cada RI. B: Patrón 
esperado cuando se analiza la replicación de este fragmento de restricción en un gel bidimensional de 
agarosa. C: Autorradiografía del gel bidimensional. D: Esquema interpretativo de la autorradiografía. La 
señal que se origina a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados se representa como una 
línea de color rojo y se encuentra señalada por una flecha de color azul. Las líneas discontinuas de color 
gris corresponden a los RcIs y a los Ls respectivamente. Como sonda se empleó el plásmido pBR322. 
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4.9.3. Análisis de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII y PvuI. 
 
En la figura 42A se representa un mapa de pBR18-TerE@AatII en el que se 
detallan los elementos más importantes del mismo, como el origen de replicación 
unidireccional ColE1 (representado por una flecha de color verde), el terminador polar 
de la replicación de E. coli, TerE (en color rojo) y el gen de resistencia a Amp 
(representado por una flecha de color azul). Además se indica el sitio de corte de las 
enzimas AflIII y PvuI. Como puede observarse en el mapa, AflIII produciría un único 
corte dentro de la burbuja replicativa que se acumula cuando las horquillas de 
replicación que se inician en el origen unidireccional ColE1 del plásmido se detienen en 
la secuencia TerE. PvuI también produciría un único corte pero fuera de la burbuja 
acumulada. La digestión de los RIs de pBR18-TerE@AatII con AflIII y PvuI generaría 
dos fragmentos Ls de 3152 y 1270 bp respectivamente. Se estudió el fragmento de 3152 
bp, que contenía exclusivamente la secuencia de TerE. Para ello, se empleó como sonda 
el mismo fragmento marcado con fluoresceína. En la figura 42B se muestra un RI 
acumulado que contiene una burbuja interna y cuya masa es 1,60x, es decir 1,60 veces 
la masa del plásmido no replicado. La digestión de los RIs de pBR18-TerE@AatII con 
AflIII y PvuI generaría RIs acumulados con forma de Y simple y cuya masa sería 1,81x 
(figura 42C). 
 
En la figura 43A se muestra un mapa de pBR18-TerE@AatII digerido con AflIII 
y PvuI, debajo una serie de RIs con sus masas respectivas indicadas a la izquierda 
simulados por el programa 2D_Gels (Viguera y col., 1998). En este fragmento, a 
diferencia de lo que ocurría en los otros dos anteriormente descritos, solo se encuentra 
presente la secuencia TerE y no el origen unidireccional ColE1 del plásmido. Además la 
masa del fragmento es de 3152 bp, menor que en los otros dos casos. La replicación se 
iniciaría en el origen unidireccional ColE1, que se encuentra localizado fuera del 
fragmento en estudio. Debido a la circularidad de pBR18-TerE@AatII in vivo, la 
horquilla entraría por el extremo derecho del fragmento, y se desplazaría hacia la 
izquierda del mismo, generando RIs con forma de Y simple. Cuando la horquilla 
alcance la secuencia TerE se detendría, lo que daría lugar a la acumulación de RIs 
específicos que tendrían forma de Y simple. La masa de estos RIs acumulados, sería 
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mayor que en los dos casos anteriormente descritos, e igual a 1,81x. Si la horquilla 
fuese capaz de superar esta barrera, continuaría su desplazamiento hacia la izquierda 
generando RIs de masa creciente (siempre con forma de Y simple) hasta completar la 
replicación del plásmido. 
 
 
 
 
Figura 42. Mapa de pBR18-TerE@AatII. A: En el exterior del mapa se indican la posición y 
orientación del origen de replicación ColE1 (flecha de color verde), la posición y orientación del 
terminador polar de la replicación TerE (en color rojo) y el sitio de reconocimiento de las enzimas de 
restricción AflIII y PvuI. En el interior del mismo se indica la posición y orientación del gen de resistencia 
a Amp (flecha de color azul). B: Esquema del RI que se acumula cuando la horquilla de replicación se 
detiene al llegar a la secuencia TerE. La doble hélice parental se representa en colores azul y verde y las 
cadenas nacientes en color rojo. C: La digestión del RI mostrado en B con AflIII y PvuI genera una 
molécula con forma de Y simple de masa 1,81x. 
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Figura 43: Análisis de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con PvuI y AflIII en geles 
bidimensionales de agarosa. A: En la parte superior se muestra un mapa del fragmento PvuI-AflIII que 
incluye la secuencia de la barrera para las horquillas de replicación TerE (en color rojo). Debajo, se 
muestran una serie de RIs simulados por el programa 2D_Gels (Viguera y col., 1998) con sus respectivas 
masas indicadas a la izquierda de cada RI. B: Patrón esperado cuando se analiza la replicación de este 
fragmento de restricción en un gel bidimensional de agarosa. C: Autorradiografía del gel bidimensional. 
D: Esquema interpretativo de la autorradiografía. La señal que se origina a partir de la señal 
correspondiente a los RIs acumulados se representa como una línea de color rojo y se encuentra señalada 
por una flecha de color azul. Las líneas discontinuas de color gris corresponden a los RcIs y a los Ls 
respectivamente. La línea discontinua de color negro corresponde con RIs rotos. Como sonda se empleó 
el fragmento PvuI-AflIII (3152 bp) de pBR18-TerE@AatII. 
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En la figura 43B se muestra el patrón esperado cuando se analiza la replicación 
de este fragmento en un gel bidimensional de agarosa, simulado por el programa 
2D_Gels (Viguera y col., 1998). La acumulación de RIs específicos con forma de Y 
simple y una masa 1,81x generaría una señal de mayor intensidad que se distinguiría 
claramente sobre el arco de Y simple. Si la horquilla superase esta barrera, los RIs con 
forma de Y simple de masa creciente darían lugar a una señal en forma de arco. En la 
figura 43C se muestra la autorradiografía que se obtuvo tras analizar una muestra de RIs 
de pBR18-TerE@AatII digerida con AflIII y PvuI por electroforesis bidimensional. A la 
derecha, en la figura 43D se muestra un diagrama interpretativo de la misma. En este 
diagrama, 1,0x indica la señal de mayor intensidad y forma redondeada que se observa 
en la región inferior derecha de la autorradiografía. Esta señal se encuentra sobre el arco 
de formas Ls y correspondería a las formas linearizadas del plásmido no replicado. El 
arco de Ls comienza en la señal 1,0x y pasa por la señal 2,0x. Por encima, y más a la 
izquierda de la señal 1,0x aparece otra señal generada por moléculas que mostraron 
menor movilidad electroforética tanto durante la primera como durante la segunda 
dimensión. Esta señal de forma redondeada e intensidad intermedia correspondería a los 
RIs con forma de Y simple y masa 1,81x, acumulados cuando la horquillas se detienen 
al llegar a la secuencia TerE. Ambas señales están unidas por el arco de Y simple, 
constituído por toda la serie de RIs mostrados en la figura 43A, cuyas masas varían 
desde 1,0x hasta 2,0x. La línea de puntos de color gris que aparece en el diagrama 
interpretativo representa el arco de recombinantes. La línea de puntos de color negro 
presente en dicho esquema representa RIs en los que se han producido roturas de cadena 
sencilla durante la manipulación de la muestra (Martín-Parras y col., 1992). En el 
análisis de este fragmento, también se observó una señal diagonal, que nacía a partir de 
la señal correspondiente a los RIs acumulados. Esta señal se representa como una línea 
de color rojo y se señala con una flecha de color azul. Esta señal estaría formada 
mayoritariamente por moléculas de masa 1,80x, cuya movilidad electroforética durante 
la segunda dimensión fue menor que la de los RIs acumulados de igual masa. En la 
autorradiografía se observó otra señal nueva correspondiente a moléculas cuya 
movilidad durante la primera y durante la segunda dimensión fue mayor que la de las 
formas Ls no replicadas (señal 1,0x). Esta señal se encuentra situada sobre el arco de Ls 
y su masa era de 0,81x (2567 bp). Debido a estas características, esta señal podría 
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corresponder al cuarto brazo de las estructuras de tipo Holliday formado por las cadenas 
nacientes de DNA apareadas que al ser extruídas se separarían totalmente de las 
moléculas que las contenían. Debido a la movilidad que presentaron estas moléculas 
durante la primera dimensión, parecería que la extrusión del cuarto brazo se produjo 
antes de que se corriera el gel bidimensional. 
 
La detección de esta señal en la autorradiografía correspondiente a geles 
bidimensionales de agarosa en los que se analizaron RIs de pBR18-TerE@AatII 
digeridos con AflIII y PvuI, indicaría que en estos RIs las horquillas de replicación 
detenidas también pueden sufrir un retroceso. 
 
En los tres fragmentos analizados se observaron señales inclinadas similares que 
se originaron a partir de los RIs acumulados tanto sobre el arco de Y dobles como sobre 
el de Y simples. Sin embargo, la localización, intensidad y extensión de las mismas 
variaba mucho de unos geles a otros. En el caso de los RIs acumulados de masa 1,26x, 
la región ascendente de la señal era indetectable y sólo se observó la descendente. La 
región ascendente se detectó mejor en los RIs acumulados de masa 1,60x, en los que se 
seguía observando la señal descendente. La señal ascendente más extensa de todas las 
observadas fue la correspondiente a los RIs acumulados de masa 1,81x. Señales 
similares han sido descritas por otros autores en otras especies como S. cerevisiae 
(Bessler y Zakian, 2004) y en S. pombe (Vengrova y Dalgaard, 2004). 
 
 
4.10. Estudio del efecto de altas temperaturas en presencia de iones sodio sobre la 
movilidad electroforética de RIs linearizados de pBR18-TerE@StyI y de pBR18-
TerE@AatII. 
 
Como ya se indicó anteriormente, se sabe que los iones sodio promueven 
eficazmente la migración espontánea de las HJs, sobre todo al incrementar la 
temperatura (Panyutin y Hsieh, 1994). Los RcIs linearizados y sometidos a alta 
temperatura en presencia de iones sodio, se convierten en Ls cuando la HJ se desplaza 
hasta cualquiera de los dos extremos de la molécula. Debido a que el retroceso de las 
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horquillas de replicación provoca la consiguiente formación de uniones de tipo 
Holliday, pensamos que este tipo de tratamiento también induciría la migración y 
extrusión del cuarto brazo formado por las dos cadenas nacientes. Con el objeto de 
comprobar si este tratamiento, al igual que ocurría con los OCRIs, es capaz de inducir la 
extrusión del cuarto brazo en moléculas de DNA Ls, se analizaron los fragmentos de 
restricción de pBR18-TerE@StyI y de pBR18-TerE@AatII descritos en el apartado 
anterior en geles bidimensionales, en los que al terminar la primera dimensión, la calle 
de agarosa que contenía el DNA se incubó a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl 
durante 4 horas. Después de la incubación, la segunda dimensión transcurrió en las 
condiciones anteriormente descritas. Lo que esperabamos es que la alta temperatura en 
presencia de iones sodio provocara la resolución de las uniones de tipo Holliday 
formadas por las horquillas de replicación en retroceso, generándose así dos tipos de 
moléculas de DNA Ls de diferente masa y, por tanto, de diferente movilidad 
electroforética. Unas serían moléculas Ls idénticas al fragmento en estudio no 
replicado. Estas moléculas resultarían del apareamiento completo de las cadenas 
parentales ya replicadas después de que las horquillas hayan retrocedido por completo. 
Las otras serían moléculas Ls que corresponderían a las cadenas nacientes apareadas 
que se extruirían totalmente de los RIs que las contenían.  
 
En la figura 44 se muestran tres autorradiografías correspondientes a geles 
bidimensionales de agarosa en los que se analizaron distintos fragmentos de restricción 
de pBR18-TerE@StyI y de pBR18-TerE@AatII en los que se llevó a cabo el tratamiento 
anteriormente descrito.  
 
En la figura 44A se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional en el que se analizaron los RIs de pBR18-TerE@StyI digeridos con AflIII 
e incubados a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl durante 4 horas entre la primera y la 
segunda dimensión. A continuación la segunda dimensión transcurrió en las condiciones 
descritas anteriormente. A la derecha de la autorradiografía se muestra un diagrama 
interpretativo. En este diagrama, 1,0x indica la señal de mayor intensidad y forma 
redondeada que se observa en la región inferior derecha de la autorradiografía. Esta 
señal se encuentra sobre el arco de formas Ls y correspondería a las formas linearizadas 
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del plásmido no replicado. El arco de Ls comienza en la señal 1,0x y pasa por la señal 
denominada 2,0x, que correspondería a moléculas que están muy próximas a completar 
su replicación y cuya masa es el doble de la del fragmento no replicado. Por encima y 
más a la izquierda de la señal 1,0x aparece otra señal generada por moléculas que 
mostraron menor movilidad electroforética tanto durante la primera como durante la 
segunda dimensión. Esta señal de forma redondeada e intensidad intermedia 
correspondería a los RIs con forma de Y doble y masa 1,26x, que se acumulan cuando 
las horquillas se detienen al llegar a la secuencia TerE. Ambas señales están unidas por 
el arco de Y dobles que presenta una inflexión, constituido por todos los RIs con forma 
de Y doble generados por el avance de la horquilla a lo largo del fragmento en estudio. 
La observación más importante de este experimento fue la detección de una nueva señal 
que correspondía a moléculas que migraron como los RIs acumulados durante la 
primera dimensión y cuya movilidad fue idéntica a la de las formas Ls no replicadas 
durante la segunda. Es decir, la masa de estas moléculas era idéntica a la de las 
moléculas que generaron la señal de 1,0x. Esta señal se representa como un punto de 
color rojo y está señalada con una flecha de color azul. Estas moléculas podrían resultar 
del apareamiento de las cadenas parentales ya replicadas una vez que la horquilla 
hubiera retrocedido por completo. Además apareció una señal perpendicular, 
representada como una línea de color rojo en el diagrama interpretativo, que también 
nacía a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados y que terminaba en la 
señal de forma redondeada anteriormente descrita. Esta señal podría corresponder a 
moléculas en las que las horquillas habrían retrocedido hasta distintos puntos de la 
molécula. 
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Figura 44: Estudio del efecto de altas temperaturas en presencia de iones sodio sobre la movilidad 
electroforética de RIs digeridos con enzimas de restricción. Autorradiografías correspondientes a geles 
bidimensionales de agarosa en los que se analizaron los RIs de pBR18-TerE@StyI digeridos con AflIII 
(A) y los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII (B) y con AflIII y PvuI (C) que se incubaron a 
65ºC en presencia de 0,1M de NaCl entre la primera y la segunda dimensión. A la derecha de cada una de 
las autorradiografías se muestra un diagrama interpretativo de las mismas. Las líneas y los puntos de 
color rojo, indicados éstos últimos con flechas de color azul, representan las señales correspondientes a 
las moléculas que aparecieron después del tratamiento. 
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En la figura 44B se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional en el que se analizaron los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con 
AflIII e incubados a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl, durante 4 horas entre la 
primera y la segunda dimensión. A continuación la segunda dimensión transcurrió en 
condiciones normales. A la derecha de la autorradiografía se muestra un diagrama 
interpretativo. En este diagrama, 1,0x indica la señal de mayor intensidad y forma 
redondeada que se observa en la región inferior derecha de la autorradiografía. Esta 
señal se encuentra sobre el arco de formas Ls y correspondería al fragmento no 
replicado. El arco de Ls comienza en la señal 1,0x y pasa por la señal denominada 2,0x, 
que correspondería a moléculas que están muy próximas a completar su replicación y 
cuya masa es el doble de la del fragmento no replicado. Por encima y más a la izquierda 
de la señal 1,0x aparece otra señal generada por moléculas que mostraron menor 
movilidad electroforética tanto durante la primera como durante la segunda dimensión. 
Esta señal de forma redondeada e intensidad intermedia correspondería a los RIs con 
forma de Y doble y masa 1,60x, que se acumulan cuando las horquillas se detienen al 
llegar a la secuencia TerE. Ambas señales están unidas por el arco de Y dobles que 
presenta una inflexión, constituido por todos los RIs con forma de Y doble generados 
por el avance de la horquilla a lo largo del fragmento en estudio. En este caso la señal 
diagonal que nacía a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados que se 
detectó en la autorradiografía mostrada en la figura 41C, desapareció después de la 
exposición de estos RIs a altas temperaturas en presencia de iones sodio. Sin embargo, 
se detectó una nueva señal que correspondía a moléculas que migraron como los RIs 
acumulados durante la primera dimensión y cuya movilidad durante la segunda 
dimensión fue idéntica a la de las formas Ls no replicadas. Esta señal se representa 
como un punto de color rojo y está señalada con una flecha de color azul. Estas 
moléculas, como ya se describió en el apartado anterior, podrían corresponder a las 
cadenas parentales que se aparearían una vez que el cuarto brazo formado por las 
cadenas nacientes se extruyera. Por ello, la masa de estas moléculas sería idéntica a la 
de las moléculas que generaron la señal de 1,0x. Además, también se detectó una señal 
perpendicular, representada como una línea de color rojo en el diagrama interpretativo, 
que nacía a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados y que terminaba en 
la señal representada como un punto de color rojo anteriormente descrita. Esta señal 
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podría corresponder a moléculas Ls en las que las horquillas habrían retrocedido hasta 
distintos puntos de la molécula. Se observó también una señal que correspondía a 
moléculas cuya movilidad electroforética era mayor que la de los RIs acumulados 
durante la primera dimensión e idéntica a la de las formas Ls no replicadas durante la 
segunda dimensión. Esta señal se representa como un punto de color rojo de menor 
tamaño e intensidad en el diagrama interpretativo. 
 
En la figura 44C se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional en el que se analizaron los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con 
AflIII y con PvuI e incubados a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl, durante 4 horas 
entre la primera y la segunda dimensión. A continuación la segunda dimensión 
transcurrió en condiciones normales. A la derecha de la autorradiografía se muestra un 
diagrama interpretativo. En este diagrama, 1,0x indica la señal de mayor intensidad y 
forma redondeada que se observa en la región inferior derecha de la autorradiografía. 
Esta señal se encuentra sobre el arco de formas Ls y correspondería a las formas 
linearizadas del plásmido no replicado. El arco de Ls comienza en la señal 1,0x y pasa 
por la señal denominada 2,0x, que correspondería a moléculas que están muy próximas 
a completar su replicación y cuya masa es el doble de la del fragmento no replicado. Por 
encima y más a la izquierda de la señal 1,0x aparece otra señal generada por moléculas 
que mostraron menor movilidad electroforética tanto en primera como en segunda 
dimensión. Esta señal de forma redondeada e intensidad intermedia correspondería a los 
RIs con forma de Y simple y masa 1,81x, que se acumulan cuando la horquillas se 
detienen al llegar a la secuencia TerE. Ambas señales están unidas por el arco de Y 
simples, constituido por todos los RIs con forma de Y simple generados por el avance 
de la horquilla a lo largo del fragmento en estudio. De nuevo, en este fragmento la señal 
diagonal que nacía a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados que se 
detectó en la autorradiografía mostrada en la figura 43C desapareció después de la 
exposición de estos RIs a altas temperaturas en presencia de iones sodio. En este caso, 
también se detectó una nueva señal perpendicular, representada con una línea de color 
rojo en el diagrama interpretativo. Esta señal fue generada por moléculas que 
presentaron la misma movilidad que los RIs acumulados durante la primera dimensión y 
cuya movilidad fue diferente durante la segunda. Algunas moléculas tuvieron mayor 
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movilidad que los RIs acumulados y la movilidad de otras fue menor. Esta señal podría 
corresponder a RIs linearizados en los que las horquillas de replicación detenidas 
podrían haber retrocedido hasta diferentes puntos de la molécula. En la autorradiografía 
también se observó la señal que correspondería a moléculas que migraron como los RIs 
acumulados durante la primera dimensión y cuya movilidad fue idéntica a la de las 
formas Ls no replicadas durante la segunda. Esta señal se representa como un punto de 
color rojo y está señalada con una flecha de color azul. Como ya se describió 
anteriormente, estas moléculas podrían corresponder a las cadenas parentales que se 
aparearían una vez que las horquillas retrocedieran por completo. En el análisis de este 
fragmento se detectó una señal más, que se representa como un punto de color rojo y 
está señalada con una flecha de color azul en el esquema interpretativo. Esta señal 
correspondía a moléculas que migraron como los RIs acumulados durante la primera 
dimensión y cuya movilidad electroforética durante la segunda dimensión fue idéntica a 
la de las moléculas Ls de masa 0,81x detectadas en la autorradiografía mostrada en la 
figura 43C. Como ya se describió anteriormente, esta señal podría corresponder al 
cuarto brazo de las estructuras de tipo Holliday formado por las cadenas nacientes de 
DNA extruídas totalmente antes de que se corriera el gel bidimensional. Debido a que la 
movilidad que presentaron ambos tipos moléculares era idéntica podría tratarse de las 
mismas moléculas, pero en el caso de la señal detectada en la autorradiografía de la 
figura 44C la alta temperatura en presencia de iones sodio habría inducido la extrusión 
del cuarto brazo entre la primera y la segunda dimensión. El hecho de que esta señal se 
detectara exclusivamente en esta autorradiografía se debe a la relación existente entre la 
masa de las moléculas responsables de la misma y la masa del fragmento en estudio. La 
masa de este último es 3152 bp y la masa de las moléculas Ls formadas por las cadenas 
nacientes extruídas es 2567 bp. Debido a la similitud entre la masa de ambos tipos de 
moléculas sería posible detectar ambos fragmentos en el mismo estudio. Además se 
detectaron dos nuevas señales de forma redondeadas, más pequeñas y menos intensas 
que las anteriormente descritas, que correspondían a moléculas cuya movilidad 
electroforética durante la primera dimensión dimensión fue menor que la de los RIs 
acumulados y que migraron durante la segunda dimensión como las formas Ls no 
replicadas en un caso y como las formas Ls de masa 0,81x en el otro. Estas señales se 
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representan como puntos de color rojo de menor tamaño. Señales similares se 
describieron en la autorradiografía de la figura 44B. 
 
Las moléculas responsables de las señales de forma circular de menor tamaño e 
intensidad podrían ser moléculas Ls formadas por las cadenas nacientes extruídas 
totalmente, en el caso de las de mayor movilidad durante la segunda dimensión, y 
moléculas Ls formadas por las cadenas parentales que se aparearían una vez que las 
horquillas retrocedieran por completo, en el caso de las de menor movilidad durante la 
segunda dimensión. La movilidad electroforética de ambos tipos de moléculas sugería 
que éstas se originarían debido a que la alta temperatura en presencia de iones sodio 
provocó la extrusión de las cadenas nacientes en las moléculas responsables de las 
señales diagonales detectadas en las autorradiografías de la figuras 41C y 43C.  
 
Por el contrario, las señales perpendiculares que se muestran en las 
autorradiografías de la figura 44, corresponderían a moléculas en las que la incubación a 
65ºC en presencia de iones sodio habría inducido tanto el retroceso de las horquillas 
detenidas en el complejo Ter-Tus como el movimiento de las horquillas que ya habían 
retrocedido antes del tratamiento pero cuya extensión no era suficiente para provocar un 
cambio en la movilidad de los RIs que las contenían. La extrusión de las cadenas 
nacientes en cualquiera de estos dos casos, generaría las moléculas responsables de las 
señales de forma circular de mayor tamaño que aparecen en las mismas 
autorradiografías. Debido a que el tratamiento se llevó a cabo entre la primera y la 
segunda dimensión, la alta temperatura en presencia de los iones sodio no afectaría a la 
movilidad electroforética de las moléculas durante la primera dimensión, su movilidad 
se vería afectada exclusivamente durante la segunda dimensión. Por ello, estas 
moléculas migraron como los RIs acumulados durante la primera dimensión y en la 
segunda presentaron distintas movilidades, pero siempre migraron de forma 
perpendicular a la primera dimensión. 
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4.11. Identificación de horquillas de replicación en retroceso por microscopía 
electrónica. 
 
Con el fin de comprobar que las señales perpendiculares observadas cuando se 
analizaron distintos fragmentos de restricción de pBR18-TerE@StyI y de pBR18-
TerE@AatII sometidos a 65ºC en presencia de iones sodio eran generadas por RIs en 
los que las horquillas de replicación detenidas habían retrocedido, se analizó al 
microscopio electrónico una muestra enriquecida en los RIs acumulados de pBR18-
TerE@AatII responsables de la señal perpendicular mostrada en la autorradiografía de 
la figura 44B. La estrategia empleada para preparar muestras enriquecidas en RIs se 
describe en el apartado 3.15.2 de Materiales y Métodos. En resumen, en primer lugar se 
digirió una muestra de formas intactas de pBR18-TerE@AatII con la enzima de 
restricción AflIII y se analizó en geles unidimensionales de agarosa empleando las 
condiciones descritas anteriormente para una primera dimensión, es decir, la 
concentración de agarosa en el gel fue del 0,4 % y la electroforesis transcurrió a 1 V/cm 
y a temperatura ambiente durante 22 horas. Tras la electroforesis, se cortó la calle de 
agarosa que contenía los RIs acumulados, de masa 1,60x, y se incubó con 0,1M de NaCl 
a 65ºC durante 4 horas. Lo que se pretendía con este tratamiento era, por un lado inducir 
la migración y la eventual resolución de las posibles uniones de tipo Holliday presentes 
en la muestra digerida, y por otro, inducir el retroceso de las horquillas que o bien no 
habían retrocedido una vez que se habían detenido, o bien su retroceso había sido 
mínimo. A continuación, se aislaron estas moléculas por electroelución. Finalmente la 
muestra se resuspendió en agua destilada y se preparó para su análisis al microscopio 
electrónico usando el método BAC (ver el apartado 3.16 de Materiales y Métodos). En 
teoría, la alta temperatura en presencia de iones sodio induciría el retroceso y la 
migración de las horquillas de un modo distinto en diferentes moléculas. De manera que 
se esperaba encontrar una mezcla heterogénea de moléculas en las que las horquillas o 
no hubieran retrocedido o el retroceso se hubiera producido hasta distintos puntos en 
diferentes moléculas. 
 
En la figuras 45 y 46 se muestran una selección de cuatro fotografías 
correspondientes al análisis por microscopía electrónica de una muestra enriquecida en 
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los RIs acumulados de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII e incubados a 65ºC en 
presencia de iones sodio. Todas las imágenes fueron captadas con el programa Adobe 
Photoshop v5.0.2. El análisis de los RIs digeridos se llevó a cabo mediante el programa 
NIH Image v1.61.  
 
En la figura 45A se muestra una molécula de DNA con tres brazos. Se trata de 
un RI en el que la horquilla de replicación se detuvo en la secuencia TerE. La 
exposición de estos RIs a 65ºC en presencia de iones sodio transformó las moléculas 
con forma de Y doble en otras con forma de Y simple, haciendo desaparecer la 
horquilla más pequeña de las moléculas originales (Postow y col., 2001). 
Inmediatamente a la derecha de la fotografía (figura 45B) se muestra un diagrama 
interpretativo de la misma, en el que las cadenas parentales no replicadas se representan 
como una doble hélice de colores verde y azul y las cadenas nacientes se representan en 
color rojo. A cada uno de los tres brazos de la molécula se le adjudicó una letra, a, b o c 
para poder distinguirlos. De manera que las letras a y b corresponden a las cromátidas 
hermanas en las que la doble hélice está formada por una cadena parental (colores verde 
o azul) y una naciente (color rojo) y la letra c corresponde al brazo formado por las dos 
cadenas parentales no replicadas (colores verde y azul). Se midieron los tres brazos de 
la molécula empleando para ello el programa NIH Image v1.61. El resultado de esta 
medición permitió calcular la proporción de la longitud de cada uno de los brazos con 
respecto a la longitud total de la molécula. Los resultados se recogen en el diagrama 
interpretativo situado a la derecha de la micrografía electrónica. La longitud de cada 
brazo se representa en % con respecto a la longitud total de la molécula. La longitud de 
los brazos a y b era idéntica, 36%, y la del brazo c era menor, 28%.  
 
La molécula mostrada en la figura 45 fue elegida como control para analizar el 
resto de las moléculas en las que las horquillas habían retrocedido. Para seleccionar los 
RIs que realmente correspondieran a moléculas en las que la horquilla detenida hubiera 
retrocedido se tuvieron en cuenta los siguientes criterios: que tuvieran cuatro brazos, 
que dos de ellos fueran idénticos en longitud y que el aumento en longitud de los otros 
dos brazos, cuya longitud no tendría por qué ser la misma, compensara la disminución 
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progresiva de la longitud de los dos primeros. Este criterio permitió seleccionar las 
moléculas en las que las horquillas detenidas habían retrocedido. 
 
 
 
 
Figura 45: Análisis al microscopio electrónico de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con 
AflIII. A: Fotografía al microscopio electrónico de un RI con forma de Y simple seleccionado. B: 
Esquema interpretativo de la misma. La doble hélice parental se representa en colores azul y verde y las 
cadenas nacientes en color rojo. Los números indican el porcentaje que representa la longitud de cada uno 
de los brazos con respecto a la longitud total de la molécula. 
 
 
En la figura 46 se muestran tres fotografías de moléculas observadas al 
microscopio electrónico que cumplían todos y cada uno de los requisitos anteriormente 
descritos. A la derecha de cada una de ellas se muestra un diagrama interpretativo de las 
mismas en el que se indica el porcentaje de la longitud de cada uno de los brazos con 
respecto a la longitud total de la molécula.  
 
El análisis al microscopio electrónico de una muestra enriquecida en los RIs 
acumulados de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII e incubados a 65ºC en 
presencia de iones sodio permitió confirmar que moléculas en las que las horquillas 
detenidas retrocedieron hasta distintos puntos del fragmento estudiado eran 
responsables de las señales perpendiculares observadas en las autorradiografías 
correspondientes al análisis de los RIs digeridos con enzimas de restricción mediante la 
electroforesis bidimensional en geles de agarosa. 
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Figura 46: Análisis al microscopio electrónico de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con 
AflIII que contenían horquillas de replicación en retroceso. A, B y C: Fotografías al microscopio 
electrónico de RIs con horquillas en retroceso seleccionados. A la derecha de cada una de ellas se muestra 
un esquema interpretativo. La doble hélice parental se representa en colores azul y verde y las cadenas 
nacientes en color rojo. Los números indican el porcentaje que representa la longitud de cada uno de los 
brazos con respecto a la longitud total de la molécula. Las flechas de color negro señalan el cuarto brazo 
de la estructura de tipo Holliday formada por la horquilla en retroceso. 
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4.12. Análisis de los RIs de pHH/BR-BR 2,9 digeridos con PvuII y HindIII. 
 
Con el fin de comprobar si el retroceso de las horquillas ocurre 
independientemente del mecanismo y del sitio en el que se produjo el bloqueo, 
decidimos analizar por electroforesis bidimensional los RIs del plásmido pHH/BR-BR 
2,9 (5529 bp) digeridos con PvuII y HindIII. Este plásmido contiene dos orígenes de 
replicación unidireccionales idénticos, a los que se denominó, de un modo arbitrario, 
Oriα y Oriβ respectivamente, orientados en sentido contrario y cuya separación es de 
2,9 Kb. La construcción de este plásmido se describe en el apartado 3.5 de Materiales y 
Métodos. Como se describió anteriormente, las horquillas de replicación que se inician 
en el origen activo del plásmido se detienen cuando se encuentran con la secuencia del 
origen inactivo (Santamaría y col., 1998), acumulándose RIs que contienen una burbuja 
interna y cuya masa, en este caso, es 1,51x, es decir, 1,51 veces la masa del plásmido no 
replicado. 
 
Se digirió una muestra de los RIs de pHH/BR-BR 2,9 con las enzimas de 
restricción PvuII y HindIII. En la figura 47A se representa un mapa del plásmido en el 
que se detallan los elementos más importantes del mismo, como los orígenes de 
replicación unidireccionales y orientados en sentido contrario Oriα y Oriβ 
(representados por flechas de color verde), y el gen de resistencia a Amp (representado 
por una flecha de color azul). Además se indica el sitio de corte de las enzimas PvuII y 
HindIII. Como puede observarse, PvuII produciría un único corte dentro de la burbuja 
replicativa que se acumula cuando las horquillas de replicación que se originan en Oriα 
se detienen al encontrarse con la secuencia de Oriβ, o alternativamente, cuando las 
horquillas de replicación que se originan en Oriβ se detienen al encontrarse con la 
secuencia de Oriα.  HindIII también produciría un único corte pero fuera de la burbuja 
acumulada. En la figura 47B se muestra un RI acumulado que contiene una burbuja 
interna y cuya masa es 1,51x. La digestión de los RIs de pHH/BR-BR 2,9 con PvuII y 
HindIII generaría dos fragmentos de restricción, de 3205 y 2324 bp respectivamente. Se 
estudió exclusivamente el fragmento de 3205 bp, que contenía la secuencia de Ori 
β, empleando para ello como sonda el mismo fragmento marcado con fluoresceína. 
Cuando las horquillas de replicación iniciadas en Oriα se encuentren con Oriβ se 
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detendrán, dando lugar a la acumulación de RIs con forma de Y simple y cuya masa 
sería 1,73x (figura 47C). 
 
 
 
 
Figura 47. Mapa de pHH/BR-BR 2,9. A: En el exterior del mapa se indican la posición y orientación de 
los dos orígenes de replicación unidireccionales y orientados en sentido contrario, Oriα y Oriβ (flechas de 
color verde) y el sitio de reconocimiento de las enzimas de restricción PvuII y HindIII. En el interior del 
mismo se indica la posición y orientación del gen de resistencia a Amp (flecha de color azul). B: 
Esquema del RI que se acumula cuando la replicación comienza en el origen activo, Oriα, y la horquilla 
se detiene al llegar a la secuencia del origen inactivo, Oriβ. En el caso de que el origen activo fuera Oriβ 
y el inactivo Oriα el RI que se acumula es idéntico. La doble hélice parental se representa en colores azul 
y verde y las cadenas nacientes en color rojo. C: La digestión del RI mostrado en B con PvuII y HindIII 
genera una molécula con forma de Y simple de masa 1,73x. 
 
 
En la figura 48A se muestra un mapa del fragmento de 3205pb que se obtiene 
cuando se digiere pHH/BR-BR 2,9 con PvuII y HindIII. Debajo aparece una serie de 
RIs con sus masas respectivas indicadas a la izquierda simulados por el programa 
2D_Gels (Viguera y col., 1998). Como ya se indicó en el apartado anterior, este 
fragmento contenía la secuencia de Ori β. Si la replicación se iniciara en Oriβ, la 
horquilla se desplazaría desde Oriβ hacia la derecha, generándose RIs con una burbuja 
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interna. Cuando la horquilla alcanzara el extremo derecho del fragmento, la burbuja se 
abriría y el RI adoptaría la forma de una Y simple. Este RI con forma de Y simple y con 
una masa 1,73x se mantendría invariable mientras la horquilla recorre el otro fragmento 
del plásmido no estudiado en este análisis. Cuando la horquilla volviera a entrar por el 
extremo izquierdo del fragmento en estudio daría lugar a RIs con forma de Y doble. La 
horquilla continuaría su desplazamiento hacia la derecha y daría lugar a RIs de masa 
creciente (siempre con forma de Y doble) hasta completar la replicación del fragmento. 
En la figura 48B se muestra el patrón esperado cuando se analiza la replicación de este 
fragmento en un gel bidimensional de agarosa, simulado por el programa 2D_Gels 
(Viguera y col., 1998). Sobre el arco de Ls se detectaría la señal 1,0x correspondiente a 
los fragmentos Ls no replicados. Además se esperaría un arco de burbujas que se 
interrumpiría bruscamente en un punto debido al cambio en la forma de los RIs, que en 
un principio eran burbujas y se transformarían en Y simples. Los RIs con forma de Y 
simple se acumularían debido a la salida de la horquilla de replicación del fragmento en 
estudio. La masa de los RIs acumulados sería 1,73x. La movilidad electroforética de los 
mismos sería idéntica que la que tuvo el último RI con forma de burbuja en la primera 
dimensión pero sería mayor que la de éste en la segunda. Esta acumulación, se 
produciría sobre el arco de Y simple y sería fácilmente detectable en la autorradiografía. 
De esta señal, nacería otra, correspondiente a moléculas con forma de Y doble, que 
aparecería cuando se produjera la re-entrada de la horquilla en el fragmento en estudio. 
Esta señal se extendería hasta alcanzar el arco de recombinantes. Si por el contrario, la 
replicación se iniciara en Oriα, la horquilla entraría por el extremo derecho del 
fragmento en estudio y daría lugar a RIs con forma de Y simple. Al alcanzar la 
secuencia de Oriβ la horquilla se detendría y se acumularía un RI específico con forma 
de Y simple y cuya masa sería 1,73x. Si la horquilla superase esta barrera, continuaría 
su desplazamiento hacia la izquierda generando RIs de masa creciente (siempre con 
forma de Y simple) hasta completar la replicación del fragmento (figura 48C). El patrón 
esperado en un gel bidimensional se muestra en la figura 48D. Sobre el arco de Ls se 
detectaría la señal 1,0x correspondiente a los fragmentos no replicados y sobre el arco 
de Y simples completo una señal de mayor intensidad que correspondería a los RIs con 
forma de Y simple y masa 1,73x que se acumularían cuando la horquilla iniciada en 
Oriα se detenga al llegar a la secuencia de Oriβ.  
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Figura 48. Análisis de los RIs de pHH/BR-BR 2,9 digeridos con PvuII y HindIII en geles 
bidimensionales de agarosa simulado por el programa 2D_Gels (Viguera y col., 1998). A y C: En la 
parte superior se muestra un mapa del fragmento linearizado que incluye la secuencia del origen 
unidireccional Oriβ. Debajo, se muestran una serie de RIs con sus respectivas masas indicadas a la 
izquierda de cada RI dependiendo de que la replicación comience en Oriβ u Oriα, respectivamente. B y 
D: Patrones esperados cuando se analizan la replicación de estos fragmentos de restricción en un gel 
bidimensional de agarosa. E: Patrones esperados de la mezcla de ambas poblaciones de RIs. 
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Debido a que la probabilidad de que la replicación se inicie en uno u otro origen 
es la misma, la muestra analizada estaría constituida por una mezcla de RIs de los dos 
patrones de replicación descritos. Por lo tanto, las señales que se observarían en la 
autorradiografía serían una mezcla de las señales que se muestran en las figuras 48B y 
48D (figura 48E). 
 
En la figura 49A se muestra la autorradiografía que se obtuvo tras analizar una 
muestra de formas intactas de pHH/BR-BR 2,9 digeridas con PvuII y HindIII por 
electroforesis bidimensional. En la figura 49B se muestra un diagrama interpretativo de 
la misma. En este diagrama, 1,0x indica la señal de mayor intensidad y forma 
redondeada que se observa en la región inferior derecha de la autorradiografía. Esta 
señal se encuentra sobre el arco de Ls y correspondería al fragmento del plásmido no 
replicado. A partir de la señal 1,0x surge un arco de burbujas, prácticamente 
inapreciable debido a la poca intensidad de la señal. En la autorradiografía se detectó 
otra señal muy intensa y de forma redondeada sobre el arco de Y simples que 
correspondería tanto a los RIs con forma de Y simple y de masa 1,73x que se acumulan 
cuando la horquilla de replicación que se inicia en Oriβ sale del fragmento en estudio y 
recorre el otro fragmento del plásmido, como a los RIs con la misma forma y la misma 
masa que se acumulan cuando la horquilla de replicación iniciada en Oriα alcanza la 
secuencia de Oriβ y se detienen. La línea de puntos de color negro que se origina a 
partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados representa RIs en los que se 
habrían producido roturas durante la manipulación de la muestra (Martín-Parras y col., 
1992). En este caso, también se observó una señal diagonal que nacía a partir de la señal 
correspondiente a los RIs acumulados. Esta señal, representada como una línea de color 
rojo e indicada por una flecha de color azul en el diagrama interpretativo, estaría 
formada mayoritariamente por moléculas de masa 1,73x cuya movilidad electroforética 
durante la segunda dimensión fue menor que la de los RIs acumulados de igual masa. 
Esta señal era similar a la observada cuando se analizaron fragmentos de restricción de 
plásmidos distintos en los que las horquillas de replicación se encontraban detenidas en 
el complejo Ter-Tus. La detección de esta señal indicaría que las horquillas situadas en 
el origen de replicación también pueden sufrir un retroceso. Debido al tipo de análisis 
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llevado a cabo, no se pudo concretar si las horquillas que retrocedieron eran las que 
iniciaron en Oriβ o las correspondientes a Oriα. 
 
 
 
 
Figura 49. Análisis de los RIs de pHH/BR-BR 2,9 digeridos con PvuII y HindIII en geles 
bidimensionales de agarosa. A: Autorradiografía correspondiente al gel bidimensional. B: Esquema 
interpretativo de la autorradiografía. La señal que se origina a partir de la señal correspondiente a los RIs 
acumulados se representa por una línea de color rojo y se encuentra señalada por una flecha de color azul. 
Las líneas discontinuas de color gris corresponden al arco de Ls, arco de Y simple y arco de burbujas 
respectivamente. La línea discontinua de color negro corresponde con RIs rotos. Como sonda se empleó 
el el fragmento HindIII-PvuII (3205bp) de pHH/BR-BR 2,9. 
 
 
4.13. Análisis de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con EcoRI y PstI. 
 
Para comprobar si en aquellos plásmidos en los que las horquillas de replicación 
se detienen en el complejo Ter-Tus, las horquillas que corresponden al orígen de 
replicación unidireccional también pueden sufrir un retroceso, como ocurre con las 
horquillas de replicación detenidas en Ter-Tus, se analizó una muestra de los RIs de 
pBR18-TerE@AatII digeridos con las enzimas de restricción EcoRI y PstI mediante 
electroforesis bidimensional. En la figura 50A se representa un mapa del plásmido en el 
que se detallan los elementos más importantes del mismo, como el origen de replicación 
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unidireccional ColE1 (representado por una flecha de color verde), el terminador polar 
de la replicación de E. coli, TerE (en color rojo) y el gen de resistencia a Amp 
(representado por una flecha de color azul). Además se indica el sitio de corte de las 
enzimas EcoRI y PstI. Como puede observarse tanto EcoRI como PstI producirían un 
único corte, EcoRI lo haría dentro de la burbuja que se acumula cuando las horquillas 
de replicación que se originan en el origen ColE1 del plásmido se detienen al llegar a la 
secuencia TerE y PstI lo haría fuera de la misma.  
 
 
 
 
Figura 50. Mapa de pBR18-TerE@AatII. A: En el exterior del mapa se indican la posición y 
orientación del origen de replicación ColE1 (flecha de color verde), la posición y orientación del 
terminador polar de la replicación TerE (en color rojo) y el sitio de reconocimiento de las enzimas de 
restricción EcoRI y PstI. En el interior del mismo se indica la posición y orientación del gen de 
resistencia a Amp (flecha de color azul). B: Esquema del RI que se acumula cuando la horquilla de 
replicación se detiene al llegar a la secuencia TerE. La doble hélice parental se representa en colores azul 
y verde y las cadenas nacientes en color rojo. C: La digestión del RI mostrado en B con EcoRI y PstI 
genera una molécula con forma de Y simple de masa 1,70x. 
 
 
La digestión de los RIs de pBR18-TerE@AatII con EcoRI y PstI generaría dos 
fragmentos Ls de 3635 y 777 bp respectivamente. Se estudió el fragmento de 3635 bp, 
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que contenía exclusivamente la secuencia correspondiente al origen ColE1, empleando 
para ello como sonda el mismo fragmento marcado con fluoresceína. En la figura 50B 
se muestra un RI acumulado que contiene una burbuja interna y cuya masa es 1,60x, es 
decir, 1,60 veces la masa del plásmido no replicado. La digestión de los RIs de pBR18-
TerE@AatII con EcoRI y PstI generaría RIs acumulados con forma de Y simple y cuya 
masa sería 1,70x (figura 50C) 
 
En la figura 51A se muestra un mapa de pBR18-TerE@AatII digerido con 
EcoRI y PstI. Debajo se muestra una serie de RIs con sus masas respectivas indicadas a 
la izquierda simulados por el programa 2D_Gels (Viguera y col., 1998). La diferencia 
más importante entre este fragmento y los descritos con anterioridad es que, en este 
caso, el fragmento en estudio contiene exclusivamente la secuencia correspondiente al 
origen de replicación unidireccional ColE1 del plásmido. Es decir, no contiene la 
secuencia TerE. La masa del fragmento es de 3635 bp. La replicación se iniciaría en el 
origen ColE1 y la horquilla se desplazaría hacia la izquierda generando RIs con una 
burbuja interna. Cuando la horquilla alcanzara el extremo izquierdo del fragmento 
linearizado, la burbuja se abriría y el RI adoptaría la forma de una Y simple. Debido a 
que el fragmento analizado comprende una parte y no el plásmido completo, este RI con 
forma de Y simple y con una masa 1,70x se mantendría invariable mientras la horquilla 
recorre el otro fragmento del plásmido. Cuando la horquilla volviera a entrar en el 
fragmento estudiado daría lugar a RIs con forma de Y doble. La horquilla continuaría su 
desplazamiento hacia la izquierda generando RIs de masa creciente (siempre con forma 
de Y doble) hasta completar la replicación del plásmido. En la figura 51B se muestra el 
patrón esperado cuando se analiza la replicación de este fragmento en un gel 
bidimensional de agarosa, simulado por el programa 2D_Gels (Viguera y col., 1998). 
Sobre el arco de Ls se detectaría la señal 1,0x, correspondiente a los fragmentos Ls no 
replicados. Además, se esperaría un arco de burbujas que se interrumpiría bruscamente 
en un punto debido al cambio en la forma de los RIs, que en un principio eran burbujas 
y se transformarían en Y simples. Los RIs con forma de Y simple se acumularían 
debido a la salida de la horquilla de replicación del fragmento en estudio. La masa de 
los RIs acumulados sería 1,70x. La movilidad electroforética de los mismos sería 
idéntica a la que tuvo el último RI con forma de burbuja en la primera dimensión pero 
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sería mayor que la de éste en la segunda. Esta acumulación, se produciría sobre el arco 
de Y simples y sería fácilmente detectable. De esta señal, nacería otra, correspondiente a 
moléculas con forma de Y doble, que aparecerían cuando se produjera la re-entrada de 
la horquilla en el fragmento en estudio. Esta señal se extendería hasta alcanzar el arco 
de recombinantes. En la figura 51C se muestra la autorradiografía que se obtuvo tras 
analizar una muestra de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con EcoRI y PstI por 
electroforesis bidimensional. En la figura 51D se muestra un diagrama interpretativo de 
la misma. En este diagrama, 1,0x indica la señal de mayor intensidad y forma 
redondeada que se observa en la región inferior derecha de la autorradiografía. Esta 
señal se encuentra sobre el arco de Ls y correspondería a las formas Ls del fragmento 
no replicado. El arco de Ls comienza en la señal 1,0x y pasa por la señal 2,0x. A partir 
de la señal 1,0x surge un arco de burbujas, del que sólo es apreciable la porción 
correspondiente a las moléculas con forma de burbuja que presentaban menor movilidad 
electroforética y por tanto mayor masa. En la autorradiografía se detectó otra señal muy 
intensa y de forma redondeada que correspondería a los RIs con forma de Y simple y 
masa 1,70x acumulados cuando las horquillas salen del fragmento en estudio. La línea 
de puntos de color negro que en el diagrama interpretativo se origina a partir de la señal 
correspondiente a los RIs acumulados representa RIs en los que se habrían producido 
roturas durante la manipulación de la muestra (Martín-Parras y col., 1992). 
Sorprendentemente, también se observó una señal diagonal ascendente que nacía a 
partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados. Esta señal estaría formada 
mayoritariamente por moléculas de masa 1,7ox cuya movilidad electroforética durante 
la segunda dimensión fue menor que la de los RIs acumulados de igual masa. Esta señal 
era similar a la mostrada en la autorradiografía de la figura 43C, que corresponde al 
análisis de un fragmento del mismo plásmido pero que contenía exclusivamente la 
secuencia TerE y no el origen de replicación ColE1. La detección de esta señal indicaría 
que las horquillas situadas en el origen de replicación también sufren retroceso. Este 
hecho no parece muy verosímil en el caso de moléculas de DNA que estén replicando in 
vivo en el interior de las células, ya que si todas las horquillas que se encuentren en los 
orígenes retroceden, la replicación nunca terminaría y las células morirían.  
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Figura 51: Análisis de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con EcoRI y PstI en geles 
bidimensionales de agarosa. A: En la parte superior se muestra un mapa del fragmento EcoRI-PstI que 
incluye la secuencia del origen unidireccional ColE1 (flecha de color verde). Debajo, se muestran una 
serie de RIs simulados por el programa 2D_Gels (Viguera y col., 1998) con sus respectivas masas 
indicadas a la izquierda de cada RI. B: Patrón esperado cuando se analiza la replicación de este fragmento 
de restricción en un gel bidimensional de agarosa. C: Autorradiografía del gel bidimensional. D: 
Esquema interpretativo de la autorradiografía. La señal que se origina a partir de la señal correspondiente 
a los RIs acumulados se representa como una línea de color rojo y se encuentra señalada por una flecha de 
color azul. Las líneas discontinuas de color gris corresponden al arco de Ls, arco de Y simples y arco de 
burbujas respectivamente. La línea discontinua de color negro corresponde a RIs rotos. Como sonda se 
empleó el fragmento EcoRI-PstI (3635 bp) de pBR18-TerE@AatII. 
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Esta observación nos llevó a plantear la posibilidad de que el retroceso de las 
horquillas de replicación detenidas podría ocurrir in vitro y sólo después de la digestión 
de RIs con enzimas de restricción. 
 
 
4.14. Estudio del efecto del Pso sobre los RIs de pBR18-TerE@AatII antes y 
después de su digestión con AflIII y PvuI. 
 
Con el fin de comprobar si el retroceso de las horquillas de replicación detenidas 
ocurría in vivo o se inducía in vitro después de la digestión con enzimas de restricción, 
se incubó una muestra de los RIs de pBR18-TerE@AatII con 10 μg/ml de Pso, a 
temperatura ambiente y en la oscuridad durante 30 minutos. Tras la incubación, la 
muestra de DNA fue irradiada con luz UV de 363 nm de longitud de onda durante 10 
minutos. La incubación con Pso y la irradiación se llevó a cabo antes o después de la 
digestión de estos RIs con AflIII y PvuI. Se decidió emplear este fragmento en este 
análisis debido a que la señal diagonal originada por RIs en los que las horquillas 
detenidas habían retrocedido era muy notable en este caso. Si el tratamiento se llevase a 
cabo después de que los RIs hayan sido digeridos, las diferentes estructuras que 
adoptaran las moléculas de la muestra tras la digestión quedarían fijadas debido a los 
enlaces covalentes que crearía el Pso entre ambas cadenas después de ser irradiado. Por 
el contrario, si el tratamiento se llevase a cabo antes de que los RIs fueran digeridos, las 
estructuras que quedarían fijadas serían las que las moléculas tenían inicialmente en la 
muestra original. Las muestras se analizaron por electroforesis bidimesional en geles de 
agarosa en la que tanto la primera como la segunda dimensión se llevaron a cabo 
siguiendo las condiciones descritas en el apartado 3.8.2.2 de Materiales y Métodos. 
 
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 52. La autorradiografía que 
aparece en la figura 52A es la misma que la mostrada en la figura 43C y se obtuvo tras 
analizar una muestra de los RIs de pBR18-TerE@AatII digeridos con AflIII y PvuI por 
electroforesis bidimensional. A la derecha se muestra un diagrama interpretativo de la 
misma en el que se indican las señales denominadas 1,0x, que correspondería a las 
formas Ls del fragmento no replicado y 1,81x, que correspondería a los RIs con forma 
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de Y simple que se acumulan cuando las horquillas de replicación se detienen en la 
secuencia TerE. En el diagrama se representa también la señal diagonal que parte de los 
RIs acumulados y que, como ya se confirmó anteriormente, correspondía a moléculas 
en las que las horquillas de replicación habían retrocedido hasta diferentes puntos del 
fragmento estudiado. La señal de forma circular situada sobre el arco de Ls e indicada 
con una flecha de color azul corresponde a moléculas cuya masa era de 0,81x (2567 bp) 
y tal y como se describió anteriormente podría corresponder al cuarto brazo de las 
estructuras de tipo Holliday formado por las cadenas nacientes extruídas totalmente 
antes de que se corriera el gel bidimensional. 
 
En la figura 52B se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional en el que se analizó una muestra de los RIs de pBR18-TerE@AatII 
digeridos con AflIII y PvuI e incubados con Pso e irradiados con luz UV de alta longitud 
de onda después de la digestión. A la derecha se muestra un diagrama interpretativo de 
la misma. Como puede observarse en la autorradiografía, la señal diagonal que nacía a 
partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados era prácticamente idéntica a la 
mostrada en la parte superior de esta figura. La única diferencia era que la señal 
diagonal de la figura 52B estaba decorada con una serie de señales extras con forma 
redondeada y regularmente distribuidas. Estas señales se representan como puntos 
pequeños de color negro distribuidos sobre la señal diagonal en el diagrama 
interpretativo. Ni la intercalación de Pso entre las dos cadenas del DNA ni la formación 
de enlaces covalentes entre ellas ocurre de un modo uniforme (Cimino y col., 1985). 
Debido a ello, las señales extras podrían corresponder a sitios del DNA en los que la 
intercalación del Pso y la formación de enlaces covalentes habría ocurrido de un modo 
preferente. Las horquillas de replicación podrían moverse entre dos enlaces covalentes 
contiguos, pero no atravesarlos. La detección de esta señal indicaría que los RIs en los 
que las horquillas habían retrocedido se encontraban presentes en la muestra después de 
ser digerida. 
 
En la figura 52C se muestra una autorradiografía correspondiente a un gel 
bidimensional en el que se analizó una muestra de los RIs de pBR18-TerE@AatII que 
se incubaron con Pso y se irradiaron con luz UV de alta longitud de onda previamente a 
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su digestión con AflIII y PvuI. A la derecha se muestra un diagrama interpretativo de la 
autorradiografía. Sorprendentemete, la señal diagonal, que corresponde a moléculas en 
las que las horquillas de replicación habían retrocedido, desapareció cuando el 
tratamiento con Pso se llevó a cabo antes de la digestión. Además, en este caso, todas y 
cada una de las señales observadas en la autorradiografía aparecieron por duplicado. La 
cantidad de agente intercalante que las moléculas intactas no digeridas incorporan es 
diferente dependiendo de su topología, siendo en las moléculas relajadas prácticamente 
la mitad que en las superenrolladas (Sinden y col., 1980). La detección de señales 
dobles en la autorradiografía podría ser consecuencia de este fenómeno. De manera que 
en cada pareja de señales, aquella cuya migración electroforética era menor derivaría de 
moléculas que estaban superenrolladas cuando se llevó a cabo la incubación con Pso y 
la irradiación. En consecuencia, la cantidad de Pso que incorporaron estas moléculas 
sería aproximadamente el doble que la que incorporaron las moléculas que ya estaban 
relajadas en el momento del tratamiento (Conconi y col., 1989; Lucchini y Sogo, 1995). 
Este resultado indicaría que las moléculas presentes en la muestra original, si bien 
podrían haber sufrido un retroceso de algunas de sus horquillas de replicación detenidas, 
este retroceso no sería suficiente para generar una señal distinguible en los geles 
bidimensionales tan evidente como la que se observó cuando las mismas no se trataron 
con Pso antes de la digestión. 
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Figura 52: Análisis de los RIs de pBR18-TerE@AatII tratados con Pso e irradiados con luz UV 
después o antes de su digestión con AflIII y PvuI en geles bidimensionales de agarosa. A: 
Autorradiografía mostrada en la figura 43C. A su derecha se muestra un diagrama interpretativo de la 
misma en el que la señal que se origina a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados se 
representa como una línea de color negro. B y C: Autorradiografías correspondientes a geles 
bidimensionales en lo que se analizaron RIs que se incubaron con 10 μg/ml de Pso y se irradiaron con luz 
UV de 363 nm de longitud de onda después (B) o antes (C) de su digestión con AflIII y PvuI. 
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En los ùltimos años, la hipótesis de que un bloqueo de las horquillas de 
replicación favorece procesos de recombinación viene ganando cada vez más adeptos 
(Cox y col., 2000; Hyrien, 2000; Marians, 2000). A pesar de que se han propuesto 
múltiples rutas de reparación por recombinación de horquillas de replicación detenidas, 
todas ellas tienen en común una serie de pasos. En primer lugar, cuando una horquilla 
encuentra un obstáculo, se detiene. Posteriormente, un sistema de recombinación toma 
el control y reconstruye una horquilla de replicación viable, siendo distintas las 
proteínas de recombinación implicadas según la causa del bloqueo. Finalmente, un 
sistema especializado en la reactivación de la replicación reincorpora los componentes 
del replisoma y permite que continúe la replicación. Un elemento clave en la 
reactivación por recombinación de las horquillas detenidas es la formación de HJs 
(Michel, 2000). El procesamiento posterior de estas uniones es fundamental para 
mantener la progresión de la horquilla, ya que permite la formación de estructuras de 
DNA necesarias para la reincorporación de la maquinaria replicativa.  
 
Existen numerosas evidencias que indican que RecG (McGlynn y Lloyd, 2000) 
y RecA (Seigneur y col., 2000) podrían catalizar el retroceso de las horquillas de 
replicación detenidas in vivo. Se ha postulado que el retroceso de las horquillas de 
replicación detenidas podría constituir un mecanismo por el que las células crearían un 
extremo de DNA recombinogénico a partir de una estructura de tres brazos, ya que las 
estructuras de cuatro brazos son intermediarios naturales en los procesos de 
recombinación. De este modo, las horquillas en retroceso serían un intermediario en el 
proceso de reactivación mediante recombinación de las horquillas de replicación 
detenidas. Estas estructuras constituyen un sustrato para el complejo 
exonucleasa/helicasa RecBCD, que podría degradar totalmente la doble hélice formada 
por las cadenas nacientes, de manera que la estructura resultante tendría la forma de una 
horquilla en la que podría ensamblarse de nuevo el replisoma (Seigneur y col., 1998). 
Las horquillas en retroceso también podrían ser procesadas por el complejo constituido 
por la helicasa RuvAB (West, 1997) y una endonucleasa específica de las HJs, RuvC 
(Zerbib y col., 1998). Estas enzimas podrían cortar la horquilla en retroceso en las 
cadenas opuestas del punto de ramificación, originándose así una estructura que puede 
ser usada como sustrato por el complejo RecBCD y comenzar entonces la ruta de 
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reparación de la lesión mediante recombinación homóloga (Seigneur y col., 1998). 
 
Resulta difícil encontrar una evidencia directa de la formación de HJs en las 
horquillas de replicación detenidas en células que no sean mutantes. De hecho, 
Bidnenko y colaboradores han propuesto que en las horquillas detenidas naturalmente 
en los sitios terminadores de la replicación, como es el caso de las secuencias Ter en el 
cromosoma de E.coli, al contrario de lo que ocurre en las horquillas detenidas 
accidentalmente, podría no ocurrir un proceso de desenrollamiento de la horquilla para 
formar una HJ (Bidnenko y col., 2002). Estos autores estudiaron la replicación del 
cromosoma de E. coli cuando se colocan sitios Ter ectópicos flanqueando el origen 
bidireccional OriC, de modo que el bloqueo de ambas horquillas de replicación se 
producía antes de alcanzar la región terminadora del cromosoma. Los resultados 
obtenidos les llevaron a concluir que las horquillas detenidas no sufren colapso ni 
retroceso, sino que el obstáculo es superado por la llegada de nuevas horquillas 
generadas por reiniciación de la replicación a partir de OriC (Bidnenko y col., 2002). 
Por otro lado, se ha postulado que en E. coli, las HJs se formarían cuando la replicación 
se detiene debido a defectos en las enzimas replicativas (Flores y col., 2001; Seigneur y 
col., 1998) o cuando las células se exponen agentes que inducen daño en el DNA 
(McGlynn y Lloyd, 2000). 
 
 
5.1. Análisis de la formación de horquillas de replicación en retroceso en moléculas 
de DNA intactas. 
 
Como ya se describió en la Introducción, el análisis de RIs de plásmidos de 
replicación autónoma intactos en geles bidimensionales de agarosa reveló que, al 
contrario de lo que ocurría con las moléculas no replicadas, los RIs parcialmente 
replicados con las horquillas detenidas en el complejo Ter-Tus, parecían incapaces de 
recuperar movilidad electroforética en presencia de concentraciones crecientes de Chl o 
de EthBr in vitro (Olavarrieta y col., 2002a; Postow y col., 2001). Estos resultados 
fueron interpretados como indicativos de que los CCRIs no eran capaces de adquirir 
superenrollamiento (+) en presencia de concentraciones crecientes de estos agentes 
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intercalantes. Postow y colaboradores (Postow y col., 2001) utilizaron la microscopía de 
fuerza atómica para analizar una muestra enriquecida en RIs parcialmente replicados 
con las horquillas detenidas en el complejo Ter-Tus en presencia de 1,97 μg/ml de 
EthBr. Por otro lado, Olavarrieta y colaboradores analizaron una muestra enriquecida en 
RIs similares a los anteriores pero en presencia de 100 μg/ml de Chl al microscopio 
electrónico (Olavarrieta y col., 2002a). En ambos casos, se detectaron algunos RIs en 
los que una (Olavarrieta y col., 2002a; Postow y col., 2001) o las dos horquillas (Postow 
y col., 2001) de la burbuja replicativa acumulada parecían presentar estructuras 
similares a HJs. Estas observaciones llevaron a estos autores a proponer que en los RIs 
con las horquillas detenidas, el superenrollamiento positivo (+) inducido por agentes 
intercalantes se transforma automáticamente en horquillas de replicación en retroceso 
(Olavarrieta y col., 2002a; Postow y col., 2001).  
 
En la presente tesis doctoral hemos empleado el tratamiento con Pso y la 
posterior irradiación con luz UV de alta longitud de onda con el fin de impedir la 
formación de horquillas de replicación en retroceso. Los resultados que se muestran en 
las figuras 25-28 demuestran que los CCRIs de plásmidos de replicación autónoma con 
las horquillas detenidas en el complejo Ter-Tus sí son capaces de recuperar movilidad 
electroforética en presencia de concentraciones moderadas de Chl o EthBr si 
previamente son sometidos a un tratamiento con Pso e irradiación con luz UV. Esta 
observación confirma que la incapacidad de los CCRIs de recuperar movilidad 
electroforética en presencia de concentraciones crecientes de un agente intercalante se 
debe a la formación de horquillas de replicación en retroceso. 
 
Curiosamente, en uno de los estudios descritos anteriormente, Olavarrieta y 
colaboradores observaron que al contrario de lo que ocurre en presencia de 
concentraciones moderadas de EthBr, estos mismos RIs sí son capaces de recuperar 
cierta movilidad electroforética en presencia de concentraciones altas de EthBr. Los 
resultados que se muestran en las figuras 29 y 30 confirmaron esta observación. El 
hecho de que la ganancia de movilidad electroforética fuese tanto mayor cuanto mayor 
fuera la concentración del agente intercalante y la no detección de señal alguna 
correspondiente a RIs en los que el cuarto brazo de la estructura de tipo Holliday 
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generada por el retroceso de las horquillas se hubiera extruído por completo nos llevó a 
plantear la posibilidad de que estos RIs, en los que concentraciones moderadas de EthBr 
inducían el retroceso de las horquillas detenidas, adquirieran superenrollamiento (+) en 
presencia de concentraciones mayores de EthBr. El análisis de una muestra enriquecida 
en RIs de plásmidos de replicación autónoma con las horquillas detenidas en presencia 
de 1 μg/ml EthBr mediante microscopía electrónica reveló que la gran mayoría de las 
moléculas analizadas estaban superenrolladas (figura 32). Debido al diseño del 
experimento, no se pudo confirmar si el superenrollamiento que mostraban los RIs 
analizados era (-) o (+). Sin embargo, los resultados que se muestran en la figuras 29 y 
30 sugerían que en presencia de 1 μg/ml de EthBr los CCRIs adquirían 
superenrollamiento (+). Estos resultados sugerían también que la recuperación de cierta 
movilidad electroforética por parte de los RIs en presencia de concentraciones altas de 
EthBr se debía a que los mismos sí eran capaces de adquirir superenrollamiento (+). 
 
Esta observación contradice la interpretación de los resultados obtenidos por 
Postow y colaboradorescuando cuando analizaron una muestra enriquecida en RIs con 
las horquillas detenidas al microscopio de fuerza atómica en presencia de 1,97 μg/ml de 
EthBr. A pesar de que las moléculas observadas aparecían superenrolladas, estos 
autores afirmaban ser capaces de identificar algunas moléculas en las que las dos 
horquillas de la burbuja replicativa acumulada habían retrocedido (Postow y col., 2001). 
Es decir, supuestamente se había producido el retroceso tanto de la horquilla de 
replicación detenida en el complejo Ter-Tus como de la horquilla situada en el origen 
unidireccional de replicación. Además, estos autores proponían que el retroceso en 
ambas horquillas se produciría con la misma probabilidad (Postow y col., 2001). La 
observación de que los RIs con aparentes horquillas en retroceso mostraban un nivel 
alto de superenrollamiento era atribuida a un artefacto de la microscopía de fuerza 
atómica, debido a la deposición de las moléculas de DNA sobre la mica (Postow y col., 
2001). Los resultados que se muestran en la figura 32 demuestran que en presencia de 
una concentración de EthBr que era aproximadamente la mitad de la concentración 
empleada por Postow y colaboradores, 1 μg/ml, los RIs analizados al microscopio 
electrónico están positivamente superenrollados. Por lo tanto, el superenrollamiento 
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observado por Postow y colaboradores no era un artefacto de la técnica empleada sino 
que los RIs analizados estaban verdaderamente superenrollados.  
 
Los RIs no adquieren superenrollamiento (+) en presencia de concentraciones 
moderadas de un agente intercalante debido a que en estas condiciones este 
superenrollamiento (+) se transforma en un retroceso de las horquillas de replicación. 
Sin embargo, concentraciones altas de EthBr hacen que estos RIs adquieran 
superenrollamiento (+). Esto sugiere que, inicialmente, el superenrollamiento (+) 
inducido por un agente intercalante se transforma en el retroceso de las horquillas de 
replicación detenidas. Pero a partir de un punto, el retroceso de las horquillas cesaría y 
los RIs comenzarían a acumular superenrollamiento (+). El tratamiento con Pso y la 
posterior irradiación con luz UV demostró que en presencia de concentraciones altas de 
EthBr la movilidad de los RIs era mayor cuando estos RIs fueron expuestos al 
tratamiento con Pso y luz UV (figura 33). Estos resultados confirmaron que la 
recuperación de movilidad electroforética por parte de los RIs en presencia de 
concentraciones altas de EthBr se debe a que éstos sí son capaces de adquirir 
superenrollamiento (+) debido a que a partir de cierta concentración el retroceso de las 
horquillas resulta impedido por algún motivo. 
 
Los resultados obtenidos hasta este momento nos llevaron a considerar la 
posibilidad de que el superenrollamiento (+) generado por concentraciones altas de 
agentes intercalantes podría inducir el retroceso de las dos horquillas de la burbuja 
replicativa acumulada. Esta posibilidad fue discutida anteriormente por Postow y 
colaboradores (Postow y col., 2001). 
 
En la figura 53 se presenta un modelo del efecto que tendrían concentraciones 
crecientes de un agente intercalante sobre la topología de los CCRIs. En la figura 53A 
se muestra un RI en el que las cadenas parentales se representan en color verde y azul y 
las cadenas nacientes en color rojo. En la molécula se indica el superenrollamiento (-) 
nativo de la región no replicada. Los pre-encadenados, que podrían existir en la región 
ya replicada, se han omitido para simplificar el esquema. El agente intercalante 
incorporado en la región ya replicada es irrelevante desde un punto de vista topológico, 
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debido a que una vez que el DNA ha sido desproteinizado, las cadenas nacientes pueden 
girar libremente en las horquillas liberando así la tensión generada. Por lo tanto, el 
agente intercalado afecta exclusivamente a la topología de la región no replicada del 
CCRI. Al comienzo se eliminaría el superenrollamiento (-) nativo de la molécula hasta 
que ésta se relajara totalmente. A continuación concentraciones mayores del agente 
intercalante inducirían superenrollamiento (+) que inicialmente se transformaría en el 
retroceso de una de las dos horquillas de la burbuja replicativa acumulada. Debido a que 
las cadenas nacientes de la otra horquilla podrían seguir girando libremente, la molécula 
se mantendría relajada tal y como se muestra en la figura 53B. Alcanzada cierta 
concentración del agente intercalante, no obstante, se induciría el retroceso de la otra 
horquilla de la burbuja. De manera que ahora las cadenas nacientes ya no podrían seguir 
girando libremente y las horquillas en retroceso se convertirían en dos barreras 
topológicas. De este modo, a partir de este momento el RI estaría constituido por dos 
dominios topológicos cerrados e independientes. En estas condiciones, concentraciones 
altas del agente intercalante inducirían superenrollamiento (+) no sólo en la región no 
replicada del RI sino también en la ya replicada (figura 53C). Debido a que la longitud 
de la cadena continua y la discontinua no es la misma en las horquillas detenidas 
(Mohanty y col., 1998; Santamaría y col., 2000), cada horquilla podría retroceder 
decenas de bp antes de que se forme una doble hélice estable constituida por las dos 
cadenas nacientes. El hecho de que la señal que generaron los CCRIs en presencia de 
concentraciones altas de EthBr no fuera una señal discreta sino difusa (figuras 29 y 30) 
indica que la muestra estaba constituida por moléculas que presentaban distinto nivel de 
superenrollamiento. Esta observación podría ser explicada si el retroceso de ambas 
horquillas no ocurriera simultáneamente. Una de las horquillas podría retroceder 
primero y progresar varias decenas de bp antes de que la otra horquilla retrocediera para 
formar una segunda barrera topológica debido a la formación de una segunda doble 
hélice estable. 
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Figura 53: Efecto de concentraciones crecientes de EthBr sobre la topología de los CCRIs. A: RI en 
el que se muestra su superenrollamiento (-) nativo en la región no replicada. B: RI relajado en el que se ha 
producido el retroceso de una de las dos horquillas de replicación de la burbuja. C: RI en el que se ha 
producido el retroceso de las dos horquillas de replicación de la burbuja y en el que concentraciones altas 
de EthBr inducen superenrollamiento (+) tanto en la región no replicada como en la ya replicada debido a 
la formación de barreras topológicas en ambas horquillas. 
 
 
La formación de estructuras de DNA alternativas reduce la energía libre total del 
DNA superenrollado disminuyendo la tensión superhelicoidal (Wang, 1986). El 
retroceso de las horquillas de replicación in vitro inducido por el superenrollamiento (+) 
del DNA no es una excepción. Las horquillas de replicación en retroceso están 
constituidas por la unión de cuatro dobles hélices de DNA y, como ya se comentó 
anteriormente, esta estructura tiene cierta semejanza con las estructuras cruciformes que 
están formadas por palíndromes de DNA negativamente superenrollado. Sin embargo, 
las horquillas en retroceso se formarían más fácilmente debido a varios motivos. Se ha 
propuesto que el coste de energía libre que requiere la formación de una estructura 
cruciforme es de aproximadamente 20-28 kcal/mol, dependiendo de las condiciones 
iónicas (Vologodskaia y Vologodskii, 1999). Por el contrario el retroceso de las 
horquillas de replicación requeriría aproximadamente un cambio de 5 kcal/mol de 
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energía libre, lo que facilitaría la formación de las horquillas en retroceso en presencia 
de una tensión torsional baja, en comparación con la tensión requerida para la 
formación de las estructuras cruciformes (Postow y col., 2001). Por otro lado, las 
estructuras cruciformes se forman muy lentamente debido a la necesidad de la apertura 
de una región extensa de la doble hélice (Courey y Wang, 1983; Gellert y col., 1983; 
Panyutin y col., 1984), requisito que no es necesario para el retroceso de las horquillas 
de replicación. 
 
Los resultados que se muestran en las figuras 34-37 indicaron que la exposición 
de los RIs a 65ºC en presencia de iones sodio provocó la extrusión del cuarto brazo en 
los RIs con una o más roturas de cadena sencilla, incluso en presencia de 0,3 μg/ml de 
EthBr. Por el contrario, este mismo tratamiento no provocó la extrusión del cuarto brazo 
en los RIs negativamente (figuras 34 y 36) o positivamente superenrollados (figuras 35 
y 37). En la figura 54 se muestra un modelo que explica el efecto que tendrían altas 
temperaturas en presencia de iones sodio sobre la topología de los RIs con una o más 
roturas de cadena sencilla. Debido a la rotura de la continuidad de la doble hélice, estos 
RIs han perdido todo el superenrollamiento que tenían inicialmente. En la figura 54A se 
representa un RI con una rotura de cadena sencilla en la región no replicada. La 
exposición de este RI a 65ºC en presencia de iones sodio induciría la formación y el 
retroceso de una de las horquillas de la burbuja replicativa, tal y como se indica en la 
figura 54B. A medida que progrese este retroceso se produciría una disminución del 
tamaño de la burbuja en la misma proporción (figura 54C). La horquilla continuaría 
retrocediendo hasta que el cuarto brazo de la estructura de tipo Holliday se extruyera. 
La extrusión del cuarto brazo generaría dos tipos de moléculas. Una de ellas sería 
circular y presentaría una rotura de cadena sencilla. Esta molécula sería el resultado del 
apareamiento de las cadenas parentales y sería idéntica a los OCs. La otra molécula 
sería L y correspondería al cuarto brazo extruído (figura 54D). Es importante destacar 
que en los RIs que contienen roturas de cadena sencilla no existe tensión topológica 
alguna que podría provocar el retroceso de las dos horquillas de la burbuja replicativa. 
El hecho de que el tratamiento empleado para favorecer el movimiento de las uniones 
de Holliday provocara la extrusión del cuarto brazo en los RIs con una o más roturas de 
cadena sencilla demuestra que este tratamiento es capaz de promover el retroceso de las 
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horquillas incluso en presencia de concentraciones altas de EthBr. Sin embargo, dado 
que este fenómeno no ocurrió en los RIs superenrollados se puede concluir que es la 
formación de estructuras de tipo Holliday en las dos horquillas de replicación de la 
burbuja acumulada lo que impide que las horquillas sigan retrocediendo 
indefinidamente.  
 
 
 
 
Figura 54: Efecto de altas temperaturas en presencia de iones sodio sobre RIs con una rotura de 
cadena sencilla. A: RI que contiene una rotura de cadena sencilla en la región no replicada. B: La 
exposición de este RI a 65ºC en presencia de 0,1M de NaCl induciría la formación y el retroceso de una 
de las dos horquillas de la burbuja replicativa. C: La longitud de la horquilla en retroceso aumentaría y el 
tamaño de la burbuja disminuiría en la misma proporción. D: La extrusión del cuarto brazo de la 
estructura de tipo Holliday generaría dos moléculas independientes: una molécula circular idéntica a los 
OCs y una molécula L. La doble hélice parental se representa en colores azul y verde y las cadenas 
nacientes en color rojo. 
 
 
 Nos preguntamos ¿por qué el mecanismo descrito en la figura 53 no se produce 
en presencia de concentraciones bajas y moderadas de un agente intercalante y 
predomina cuando la concentración de éste es elevada? Podría ocurrir que este 
mecanismo fuese favorecido en condiciones en las que la migración de las HJs fuera 
más lenta. Como ya se indicó anteriormente, se ha estimado que la formación de una 
horquilla en retroceso estaría asociada con un coste energético libre de 
aproximadamente 5 kcal/mol (Postow y col., 2001). Esta energía podría ser fácilmente 
proporcionada por la tensión torsional (+) acumulada en los RIs expuestos a agentes 
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intercalantes. Sin embargo, tan pronto como una de las horquillas retrocediera, la 
tensión acumulada comenzaría a disiparse y, dependiendo de la velocidad con la que las 
horquillas retrocedan, este retroceso podría disipar toda la tensión acumulada antes de 
que se produjera el retroceso de la segunda o, por el contrario, podría mantener una 
tensión suficiente como para provocar el retroceso de la segunda horquilla. En presencia 
de concentraciones bajas y moderadas de un agente intercalante, la velocidad de 
movimiento de las horquillas podría no estar significativamente afectada y el retroceso 
de una de las dos horquillas de la burbuja replicativa podría disipar toda la tensión 
producida, impidiendo así que se produjera el retroceso de la segunda horquilla. Por el 
contrario, cuando la concentración del agente intercalante aumentase, el movimiento de 
las horquillas se iría haciendo cada vez más lento y esto permitiría que la tensión (+) se 
mantuviera durante más tiempo y se pudiera inducir el retroceso de la otra horquilla de 
la burbuja. Una vez que las dos horquillas hayan retrocedido comenzaría a actuar el 
mecanismo descrito en la figura 53 y se impediría que las mismas continuaran 
retrocediendo, por lo que las moléculas comenzarían a acumular superenrollamiento 
(+). 
 
Se ha postulado que es posible que el bloqueo de las horquillas de replicación in 
vivo pueda dar lugar a una acumulación transitoria de superenrollamiento (+) en las 
proximidades de la horquilla detenida, debido a que la DNA helicasa actúa más rápido 
que la DNA girasa y esta última no podría eliminar todo el superenrollamiento (+) que 
se genera por delante de la horquilla (Bucka y Stasiak, 2001). Esto sería aún más 
acusado en el caso de los organismos eucariotas y de las arqueas, en los que no se ha 
descrito la existencia de una topoisomerasa capaz de introducir superenrollamiento (-). 
Esta acumulación transitoria de superenrollamiento (+) podría inducir el retroceso de la 
horquilla detenida. Por otro lado, se ha sugerido que cuando dos horquillas de 
replicación se mueven en sentido contrario, como ocurre durante la terminación de la 
replicación de los cromosomas, el superenrollamiento (+) generado por el avance de 
ambas también favorecería la formación de horquillas en retroceso (Louarn y col., 
1991). El superenrollamiento (+) también puede acumularse cuando una horquilla de 
replicación se mueve en dirección opuesta al avance de la RNA polimerasa. Una 
orientación opuesta de procesos de replicación y transcripción simultáneos conllevaría a 
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un bloqueo de la horquilla de replicación (Liu y Alberts, 1995) y esto también podría 
permitir la formación de horquillas en retroceso in vivo. Así, el retroceso de las 
horquillas inducido por superenrollamiento (+) podría ocurrir in vivo durante la 
replicación del DNA. Sin embargo, experimentos llevados a cabo con estirpes de E. coli 
mutantes termosensibles para la DNA girasa, en los que la inhibición parcial de la 
actividad de esta topoisomerasa provocaría que el superenrollamiento (+) que se genera 
por delante de las horquillas de replicación debido a la apertura de la doble hélice del 
DNA se acumulara (Khodursky y col., 2000; Liu y Wang, 1987), sugieren que en estos 
mutantes, las horquillas de replicación detenidas debido a la acumulación de 
superenrollamiento (+) por delante de las mismas, podrían activarse directamente 
mediante una vía dependiente de PriA, sin necesidad de la formación de horquillas de 
replicación en retroceso in vivo (Grompone y col., 2003).  
 
 
5.2. Análisis de la formación de horquillas de replicación en retroceso en moléculas 
de DNA digeridas. 
 
A lo largo de los últimos años se han publicado varios artículos en los que la 
detección en geles bidimensionales de agarosa de una señal en forma de cono después 
de la digestión de RIs con enzimas de restricción, se atribuyó a moléculas en las que las 
horquillas de replicación detenidas habrían sufrido un retroceso in vivo 
(CordonPreciado y col., 2006; Cotta-Ramusino y col., 2005; Courcelle y col., 2003; 
Chow y Courcelle, 2004; Donaldson y col., 2006; Lopes y col., 2003; Lopes y col., 
2001; Lopes y col., 2006; Noguchi y col., 2003; Vengrova y Dalgaard, 2004). 
 
Lopes y colaboradores (Lopes y col., 2001) analizaron RIs de una estirpe de 
Saccharomyces cerevisiae mutante para Rad53 que había sido tratada con HU mediante 
electroforesis bidimensional en geles de agarosa después de su digestión con enzimas de 
restricción. La HU es un inhibidor de la ribonucleótido reductasa que inhibe el progreso 
de la replicación limitando la cantidad de dNTPs en la célula (Zhao y col., 1998). En las 
células tratadas con HU las horquillas de replicación se detienen, lo que conduce a la 
fosforilación y activación de Rad53 (Pellicioli y col., 1999). Estos autores identificaron 
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en los geles bidimensionales una señal en forma de cono que se detectaba a lo largo de 
todo el tratamiento. Se interpretó que esta señal era generada por una serie de moléculas 
que tenían una movilidad similar a la de las estructuras con forma de X. El análisis al 
microscopio electrónico de una muestra enriquecida en RIs aislados de la estirpe 
anteriormente descrita tratada con HU permitió identificar algunas moléculas con 
horquillas de replicación en retroceso (Sogo y col., 2002). En la gran mayoría de las 
horquillas observadas el DNA aparecía en forma de cadena doble. En un pequeño 
porcentaje, sin embargo, se visualizaban horquillas que contenían cadenas sencillas de 
DNA. También observaron burbujas de replicación en las que ambas horquillas habían 
retrocedido (Sogo y col., 2002). Ni el análisis en geles bidimensionales de agarosa, ni el 
análisis al microscopio electrónico de RIs de una estirpe silvestre tratada con HU 
permitió detectar la señal en forma de cono o moléculas con horquillas en retroceso 
(Lopes y col., 2001; Sogo y col., 2002). Esta observación llevó a los autores a proponer 
que las horquillas en retroceso serían estructuras patológicas más que intermediarios 
fisiológicos, que resultan del bloqueo de las horquillas de replicación sólo en la estirpe 
mutante (Sogo y col., 2002).  
 
En un análisis de RIs aislados de células de E. coli irradiadas con luz UV 
mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa también se detectó una señal 
en forma de cono similar a la descrita anteriormente (Courcelle y Hanawalt, 2003). La 
irradiación de células con luz UV induce lesiones en el DNA que provocan el bloqueo 
de la replicación (Setlow y col., 1963; Smith y Hanawalt, 1969). Cuando células de E. 
coli mutantes para algunas proteínas implicadas en el restablecimiento de la replicación 
se irradiaron con luz UV y se analizaron los RIs aislados de estas células mediante 
electroforesis bidimensional en geles de agarosa después de su digestión con enzimas de 
restricción, se detectó un aumento de la intensidad de la señal en forma de cono en los 
geles bidimensionales. Se sugirió que la formación de las horquillas en retroceso 
permitiría a las enzimas implicadas en procesos de reparación o a las polimerasas 
alternativas acceder a las horquillas de replicación bloqueadas, permitiendo así la 
restauración de la replicación. Un dato que apoyaba esta hipótesis fue la observación de 
que la detección de esta señal coincidía con el tiempo que la célula necesitaba para 
reparar la lesión y restablecer la replicación (Courcelle y col., 2003).  
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La observación de que el retroceso de las horquillas de replicación y la extrusión 
de las cadenas nacientes están limitados por el superenrollamiento tanto (+) como (-) de 
los RIs nos llevó a re-investigar si las moléculas en las que las horquillas habían 
retrocedido, que se consideraban responsables de esta señal en forma de cono 
identificada en geles bidimensionales de agarosa, se formaban realmente in vivo 
(Courcelle y col., 2004; Chow y Courcelle, 2004; Lopes y col., 2003; Lopes y col., 
2001). 
 
El análisis mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa de RIs de 
plásmidos de replicación autónoma en los que las horquillas de replicación estaban 
detenidas en el complejo Ter-Tus después de su digestión con enzimas de restricción, 
puso de manifiesto la existencia de una señal vertical en un caso y diagonal en otros que 
se generaba a partir de la señal correspondiente a los RIs acumulados localizados tanto 
sobre el arco de Y dobles como sobre el de Y simples (figuras 39, 41 y 43). Esta señal 
era fácilmente apreciable en todos los fragmentos analizados, pero, tal y como se 
describió en el apartado correspondiente a Resultados, su localización, intensidad y 
extensión varió de unos geles a otros. Una observación que cabe destacar es que no 
todas las señales diagonales identificadas encajaban con la señal en forma de cono 
descrita por otros autores (CordonPreciado y col., 2006; Cotta-Ramusino y col., 2005; 
Courcelle y col., 2003; Chow y Courcelle, 2004; Donaldson y col., 2006; Lopes y col., 
2003; Lopes y col., 2001; Lopes y col., 2006; Noguchi y col., 2003; Vengrova y 
Dalgaard, 2004). 
 
Señales similares a las que se muestran en las figuras 39, 41 y 43 han sido 
descritas por otros autores en distintas estirpes de levaduras. El análisis mediante 
electroforesis bidimensional en geles de agarosa de RIs digeridos con enzimas de 
restricción aislados a partir de una estirpe salvaje de Schizosaccharomyces pombe 
permitió detectar una señal idéntica a la que se muestra en la figura 41 (Vengrova y 
Dalgaard, 2004). Estos autores propusieron que la señal representaría la estructura que 
se formaría cuando la horquilla de replicación se encontrara con el sitio de pausa 
presente en el locus mat1 de S. pombe (Vengrova y Dalgaard, 2004). La misma señal se 
observó cuando se analizó la replicación de un fragmento del gen que codifica para el 
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tRNA de la alanina en células de una estirpe de S. cerevisiae mutante para la helicasa 
replicativa Rrm3p (Bessler y Zakian, 2004). Una señal prácticamente idéntica se detectó 
cuando se analizaron en geles bidimensionales de agarosa RIs linearizados en los que 
las horquillas que se iniciaban en uno de los orígenes ColE1 de plásmidos con dos 
orígenes no se detenían en la secuencia Ter sino en el origen inactivo del plásmido 
(figura 49). Esta misma señal aparecía cuando el fragmento de restricción analizado 
contenía el origen de replicación y no la secuencia Ter (figura 51). Estos resultados 
indicaban que el retroceso de las horquillas ocurriría independientemente de que se 
tratara de una horquilla de replicación detenida o de un origen de replicación 
unidireccional.  
 
Estas observaciones nos llevaron a plantear la hipótesis de que el retroceso de las 
horquillas de replicación detenidas podría ocurrir in vitro después de la digestión del 
DNA con enzimas de restricción. La incubación de los RIs con Pso y su posterior 
irradiación con luz UV antes de ser digeridos hizo que la señal diagonal detectada en la 
autorradiografía del gel bidimensional mostrada en la figura 43 desapareciera (figura 
52C). Este resultado, indica claramente que las moléculas responsables de la señal 
diagonal se inducen in vitro, después de la digestión enzimática.  
 
Es importante destacar que estos resultados no indican que un  retroceso 
limitado de las horquillas de replicación detenidas no pueda ocurrir in vivo.  
 
Resumiendo, los resultados que hemos obtenido estudiando tanto moléculas de 
DNA intactas como después de su digestión con enzimas de restricción, indican que el 
retroceso de las horquillas de replicación in vivo parece estar seriamente limitado por el 
superenrollamiento. La formación de HJs, el retroceso de las horquillas y su eventual 
extrusión ocurren espontáneamente in vitro después de la digestión de los RIs con 
enzimas de restricción. Por ello, resulta muy difícil sino imposible determinar en un 
caso concreto y mediante el empleo de geles bidimensionales, cuántas horquillas han 
podido retroceder in vivo y cuántas lo han hecho in vitro después de que los RIs hayan 
perdido todo su superenrollamiento debido a su digestión con enzimas de restricción. 
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1. El efecto de la Chl sobre la topología de los RIs de plásmidos con horquillas de 
replicación detenidas es independiente del mecanismo por el cual éstas se 
detienen. Los CCRIs de plásmidos con las horquillas detenidas en el origen 
ColE1, al igual que ocurre con las detenidas en el complejo Ter-Tus, son 
incapaces de adquirir superenrollamiento (+) en presencia concentraciones 
moderadas de un agente intercalante. 
 
2. El establecimiento de enlaces covalentes entre el agente intercalante Pso y las dos 
cadenas de polinucleótidos del DNA impide la formación de horquillas de 
replicación en retroceso y permite que los RIs adquieran superenrollamiento (+) 
después de perder todo su superenrollamiento (-) nativo en presencia de 
concentraciones moderadas de otro agente intercalante. 
 
3. Esto confirma que la incapacidad de los RIs de plásmidos con horquillas de 
replicación detenidas en el complejo Ter-Tus de adquirir superenrollamiento (+) 
en presencia de concentraciones moderadas de un agente intercalante se debe a 
que este superenrollamiento (+) se transforma en un retroceso de las horquillas de 
replicación.  
 
4. Los RIs de estos plásmidos, no obstante, sí son capaces de recuperar movilidad 
electroforética en presencia de concentraciones altas de EthBr debido a que, en 
estas condiciones, adquieren superenrollamiento (+). 
 
5. El desplazamiento de las uniones de tipo Holliday inducido por altas temperaturas 
en presencia de iones sodio sólo provoca la extrusión de la doble hélice de DNA 
constituida por las cadenas nacientes en RIs que contienen una o más roturas de 
cadena sencilla y no en aquellos que están negativa o positivamente 
superenrollados. 
 
6. Estos resultados nos han llevado a proponer que cuando el superenrollamiento (+) 
provoca el retroceso de las dos horquillas de una burbuja replicativa, se 
constituyen dos dominios topológicos cerrados e independientes en cada RI. Esto 
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impediría que las horquillas continúen retrocediendo y permitiría que el 
superenrollamiento (+) se acumule tanto en la región no replicada como en la ya 
replicada. 
 
7. Cuando se analizan en geles bidimensionales de agarosa RIs linearizados en los 
que las horquillas de replicación han retrocedido, se detectan señales que no 
aparecen necesariamente dentro de la señal en forma de cono descrita otros 
autores. 
 
8. La señal que generan estas moléculas es rectilínea e inclinada y se origina a partir 
de la señal correspondiente a los RIs acumulados. La intensidad, localización y 
extensión de esta señal varía dependiendo de la masa del RI acumulado. 
 
9. Esta señal asociada a horquillas detenidas es independiente del mecanismo que 
provoca el bloqueo de las mismas.  
 
10. Altas temperaturas en presencia de iones sodio favorecen tanto la formación como 
el retroceso de las horquillas y pueden dar lugar a la extrusión de la doble hélice 
de DNA constituida por las cadenas nacientes. 
 
11. El retroceso de las horquillas de replicación y la extrusión de la doble hélice de 
DNA constituida por las cadenas nacientes puede ocurrir espontáneamente, pero 
sólo en moléculas que han sufrido una o más roturas de cadena sencilla o después 
de su digestión con enzimas de restricción. 
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Two-dimensional agarose gel electrophoresis, psoralen cross-
linking, and electron microscopy were used to study the effects of
positive supercoiling on fork reversal in isolated replication inter-
mediates of bacterial DNA plasmids. The results obtained demon-
strate that the formation of Holliday-like junctions at both forks of
a replication bubble creates a topological constraint that prevents
further regression of the forks. We propose that this topological
locking of replication intermediates provides a biological safety
mechanism that protects DNA molecules against extensive fork
reversals.
DNA repair  DNA replication  DNA structure  DNA topology 
DNA supercoiling
Genomic instability is a hallmark of several human diseases(1, 2). During the last decade it was clearly established that
a significant portion of this instability arises during the replica-
tion of damaged templates. Progression of the replication ma-
chinery halts or pauses when the replisome encounters DNA
lesions, and this blockage may lead to their collapse (3). All living
cells are constantly exposed to a great variety of genotoxic
agents. Among these agents, UV light and tobacco smoke,
because of their well known carcinogenic potential, are partic-
ularly important for humans (4). This correlation explains the
increasing interest of the scientific community to understand the
mechanisms that cells have developed to repair DNA lesions and
reactivate stalled replication forks to ensure that when a cell
divides both daughter cells receive a complete and exact copy of
the genome of their mother cell (5).
In Escherichia coli, current models suggest that once a repli-
cation fork meets a DNA lesion RecA (6) and/or RecG (5, 7)
promotes regression of the stalled fork, generating a Holliday-
like junction (HLJ) that is subsequently processed by the Ruv-
ABC complex to allow replication restart by PriA (8–10).
Despite the solid genetic evidence supporting this model, the
molecular characterization of HLJs formed in vivo and an
estimation of the extent of fork regression are still scarce
(11–13). Moreover, replication restart after fork stalling was also
suggested to occur by means of mechanisms that do not neces-
sarily need fork reversal (FR) (8, 14).
One of the possible driving forces for FR at stalled forks in vivo
is the positive () writhe increase (Wr) generated by other
replication or transcription forks progressing in the opposite
direction (15–17). FR relaxes this () Wr and lowers the free
energy of the constrained DNA. Indeed, in vitro experiments
demonstrated that FR compensates the () Wr generated by
intercalation of moderate quantities of chloroquine in the un-
replicated region of replication intermediates (RIs) (16). In the
same study, however, direct scanning force microscopy of RIs
exposed to rather high concentrations of ethidium bromide
(EthBr) revealed their supercoiled character, suggesting that FR
was apparently unable to adsorb all of the () Wr generated
by the intercalated drug. In a different study, Olavarrieta et al.
(11) also noticed that although RIs lose their native negative ()
Wr when exposed to moderate concentrations of EthBr (0.02
and 0.05 g/ml respectively) they do not acquire () Wr as
unreplicated molecules do. At elevated concentrations of EthBr,
however, these RIs regain electrophoretic mobility, suggesting
they have acquired () Wr. In an attempt to solve this apparent
controversy, here we used 2D agarose gel electrophoresis (18,
19), electron microscopy, and psoralen cross-linking (20) to
reinvestigate the topological behavior of the RIs of pBR18-
TerE@StyI exposed to high concentrations of an intercalanting
agent. pBR18-TerE@StyI is a ColE1 derivative of pBR18 (21)
containing the E. coli replication terminator TerE (22, 23)
cloned at the unique StyI site of the plasmid (11). The unidi-
rectional replication fork that initiates at the ColE1 origin stalls
after it has advanced 26% (Fig. 1).
Results and Discussion
FR Can Easily Adsorb the () Wr Generated by Moderate Levels of
an Intercalating Agent. To confirm that FR was responsible for the
inability of RIs to become positively supercoiled in the presence
of moderate concentrations of a DNA intercalator, we compared
the electrophoretic behavior of RIs that were able to undergo
FR with those that were cross-linked with psoralen and thus were
unable to undergo significant FR. To this end we used a
modification of 2D gels (18, 19) where RIs were cross-linked
with psoralen in gelo between the first and the second dimension
of the 2D gel system. Psoralens are tricyclic furocumarins that
intercalate between the two strands of the DNA double helix and
photoreact to form cyclobutane adducts with pyrimidine bases.
Irradiation of DNA containing intercalated psoralen with long-
wave UV light (365 nm) results in the formation of monoadducts
and diadducts by which the two strands of the DNA double helix
become covalently joined through a psoralen molecule (20). For
RIs, we anticipated that the long-wave UV-light-induced cross-
links would prevent separation of nascent strands from their
corresponding parentals, avoiding the formation of HLJs and
FR. After psoralen cross-linking the second dimension of the 2D
gel took place in the absence or the presence of increasing
concentrations of EthBr. The results obtained are depicted in
Fig. 2. Whereas the noncross-linked covalently closed RIs
(CCRIs) exposed to moderate concentrations of EthBr (0.02 and
0.05 g/ml) were not able to increase their electrophoretic
mobility after loosing all their native () Wr, CCRIs that were
cross-linked with psoralen between the first and second dimen-
sion (autoradiograms shown in Fig. 2 Lower) did increase their
electrophoretic mobility during the second dimension run. These
results strongly suggest that FR adsorbs and relaxes the () Wr
generated by moderate levels of an intercalanting agent.
FR Can Only Partially Adsorb the () Wr Generated by Elevated
Levels of an Intercalating Agent. As pointed out earlier, when
exposed to elevated concentrations of EthBr (0.3 g/ml),
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noncross-linked RIs increase their electrophoretic mobility (see
Fig. 2). We considered two possibilities to explain this observa-
tion: (i) positive Wr is continuously adsorbed by FR and the
shape of RIs changes in such a way that the longer the extruded
nascent–nascent duplex, the higher their electrophoretic mobil-
ity or (ii) RIs could become impeded in their release of the
torsional tension and the entire molecules become positively
supercoiled. To distinguish between these two possibilities we
analyzed intact forms of pBR18-TerE@StyI in 2D gels where the
second dimension occurred in the presence of even higher
A B
Fig. 1. Map of the plasmid used in this study (11). (A) Map of pBR18-TerE@StyI showing the relative position of its most relevant features: the ColE1
unidirectional origin (ColE1 Ori), the E. coli terminator sequence (TerE), and the ampicillin resistance gene (ampR). (B) TerE binds the terminator protein TUS,
and the Ter-TUS complex acts as a polar replication fork barrier (22, 23). In consequence, blockage of the replication fork at TerE leads to the accumulation of
a specific RI containing an internal bubble and a total mass 1.26 times the mass of unreplicated plasmids.
Fig. 2. The effect of EthBr and psoralen cross-linking (20) on partially replicated molecules. Autoradiograms of 2D gels (18, 19) corresponding to
pBR18-TerE@StyI where the second dimension occurred without (far left autoradiogram in each series) or in the presence of different concentrations of EthBr
(for more details see ref. 11). The DNA of the autoradiogram (Lower) was exposed to psoralen and cross-linked with long-wave UV light in gelo between the
first and the second dimensions. Autoradiograms were aligned so that the position of OCs and OCRIs, which are not affected by DNA intercalators, coincided.
The mobility of covalently closed circles (CCCs) and CCRIs during the first dimension is indicated only for the autoradiogram shown to the lower far left. The
mobility of RIs during the second dimension after psoralen cross-linking in the absence of other intercalating agents showed the effect of psoralen intercalation
by itself. Red triangles point to the most abundant (Upper) or the fastest (Lower) migrating partially replicated topoisomer in each series. Some of the gels shown
were presented in an earlier study (11).
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concentrations of EthBr: 1.0 and 12.5 g/ml. If the regain of
electrophoretic mobility was caused by the length of the nascent–
nascent duplex, more and more molecules would be expected to
completely extrude this duplex as the concentration of EthBr
increases. Indeed, a faint signal that might be caused by complete
extrusion has been observed (11). On the other hand, if this
mobility was because of the acquisition of () Wr, RIs would
be expected to increase their electrophoretic mobility with
increasing concentrations of EthBr, but complete extrusion of
the fourth arm would not take place. The results obtained
strongly favored the idea that increasing concentrations of EthBr
led partially replicated molecules to become positively super-
coiled (Fig. 3A). Moreover, no signal corresponding to molecules
that would have putatively extruded the fourth arm was detected.
To confirm that the regain of electrophoretic mobility observed
in the presence of 0.3 g/ml and higher concentrations of EthBr
was because of the acquisition of () Wr, we examined the RIs
showing increased electrophoretic mobility by electron micros-
copy. RIs were isolated from gels run in the presence of 1 g/ml
EthBr and spread for electron microscopy while maintaining the
concentration of EthBr constant during the entire procedure.
The great majority of the molecules observed had a contorted
shape suggesting that they were in fact supercoiled (Fig. 3B). A
few molecules had a relaxed appearance, but these were most
likely nicked during DNA preparation. In addition, these elec-
tron microscopy studies did not reveal HLJs that should had
been easily visible if the length of the extruded duplexes ex-
ceeded 50 bp. As already mentioned, the RIs containing stalled
forks also appear supercoiled when examined by scanning force
microscopy in the presence of elevated concentrations of EthBr
(16). To further confirm that the electrophoretic mobility of
these RIs was because of an impediment for fork regression, we
cross-linked them with psoralen in gelo between the first and the
second dimensions as before. CCRIs cross-linked with psoralen
augmented their electrophoretic mobility with respect to the
mobility attained in the presence of 0.3, 1.0, and 12.5 g/ml
EthBr alone (Fig. 3A). Two additive effects could explain this
behavior: (i) psoralen by itself is an intercaltor that introduces
additional positive supercoils and/or (ii) cross-linking stops
branch migration as soon as the cross-link site is reached.
Topological Locking of RIs. The observations described earlier led
us to consider that positive stress could lead to the reversal of
both forks of a replicating bubble. This possibility had been
discussed by Postow et al. (16). FR at both forks followed by the
formation of stable nascent–nascent duplexes out of the ex-
truded strands would lead to a nontrivial topological condition.
The free rotation of DNA strands in the newly replicated region
would not be possible after formation of two HLJs. Therefore,
such DNA molecules would not be able to release the torsional
stress resulting from the change of twist in the unreplicated
region by further regression of the forks. As a result, RIs with
two reversed forks should become positively supercoiled in the
presence of high concentrations of EthBr. The fact that non-
A
B
Fig. 3. The effect of high concentrations of EthBr and psoralen cross-linking (20) on the electrophoretic mobility of partially replicated molecules. (A)
Autoradiograms of 2D gels (18, 19) corresponding to pBR18-TerE@StyI where the second dimension occurred in the presence of 0.3, 1, or 12.5 g/ml EthBr. To
their right, autoradiograms show the additional effect of psoralen cross-linking (20). Autoradiograms were aligned so that the positions of OCs, OCRIs, and linear
forms, which are not affected by DNA intercalators, coincided. The mobility of covalently closed circles (CCCs) and CCRIs during the first dimension are indicated
only for the autoradiogram shown to the far right. Red and blue triangles point to the fastest migrating partially replicated topoisomer in each autoradiogram.
Note that the mobility of CCRIs increased with increasing concentrations of EthBr, and this mobility increased even further when the DNA had been cross-linked
with psoralen between the first and the second dimensions. (B) A DNA sample was prepared that was enriched for the DNA molecules responsible for the signal
marked with a red oval in the autoradiogram where the second dimension occurred in the presence of 1 g/ml EthBr in A. The great majority of the molecules
observed appeared supercoiled (four different molecules are shown, Lower), with very few exceptions that had a relaxed appearance (a single molecule is shown,
Upper), and were most likely nicked during DNA isolation. In the diagram, the parental duplex is indicated in blue and green, and the nascent strands are depicted
in red. Numbers refer to the percent length of the parental and each of the sister duplexes. (Scale bars: 200 mm.)
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cross-linked CCRIs behaved as having significantly smaller
number of supercoils than the cross-linked ones suggests that
noncross-linked CCRIs lost several supercoils before stable
HLJs formed out of the extruded strands, providing a topological
barrier. Because leading and lagging strands are not of the same
length at the stalled forks (21, 24), each fork may reverse by
several dozen base pairs before a stable duplex forms. Reversal
by each 10 base pairs relaxes one positive supercoil generated by
EthBr intercalation in the unreplicated portion of an RI (25, 26).
The fact that the band of noncross-linked CCRIs behaved as
being composed of molecules with varying number of supercoils
can be explained by the fact that regression at both forks does not
need to occur simultaneously. One fork may reverse earlier and
progress to some extent until the second fork reverses and
another topological barrier is created by the formation of a
second stable duplex (Fig. 4).
Although the topological locking mechanism described above
can explain the appearance of positively supercoiled RIs, we were
concerned by reports showing that EthBr intercalation slows down
branch migration (27, 28). Hence, there was a formal possibility that
the inability to relax the torsional stress of RIs could be caused by
a dramatic slow down or complete stalling of branch migration
induced by intercalated EthBr rather than by a topological locking
mechanism. Therefore, we decided to perform a critical experiment
to determine whether it was just the mere presence of EthBr or
rather the occurrence of FR at both ends of the replication bubble
that prevents the complete relaxation of RIs. To this end we
incubated RIs in the presence of 0.3 g/ml EthBr under conditions
that greatly speed up branch migration: exposure to 65°C in the
presence of 0.1 M NaCl for 4 h (28). This incubation was performed
in gelo after the first dimension, which occurred without EthBr, and
before the second dimension took place in the continuous presence
of 0.3 g/ml EthBr. The autoradiograms depicted in Fig. 5 clearly
show that a significant fraction of nicked RIs was converted into
unreplicated nicked forms of monomeric plasmids (open circles,
OCs) indicating that in these RIs FR went on to completion and
that the freshly replicated strands were completely extruded. Notice
that in nicked RIs there is no torsional tension that could drive FR
at both forks and that the complete extrusion is just the effect of
unimpeded branch migration at one of the forks (see Fig. 4). This
A B C
A B C D
Fig. 4. Cartoon illustrating changes in the topology of DNA RIs caused by FR. (Upper) The effect of EthBr on CCRIs. (A) The effect of increasing concentrations
of EthBr on CCRIs partially replicated RI showing () Wr. Precatenanes (34, 35) were omitted to simplify the drawings. (B) Partially replicated RI where Wr
0 shows a single HLJ with a relatively short nascent–nascent duplex. (C) Partially replicated RI showing HLJs at both forks and the accumulation of EthBr-induced
() Wr in the unreplicated and in the replicated portions because of the formation of topological barriers at both forks. (Lower) The effect of 0.1 M NaCl at
65°C on nicked RIs. (A) Partially replicated RI showing a nick in the unreplicated portion. (B) Regression of one of the forks leads to the formation of a HLJ. (C)
As regression of the fork continues the nascent–nascent duplex lengthens, leading to a corresponding reduction in the size of the replication bubble. (D) Total
extrusion of the nascent–nascent duplex leads to two independent molecules: a nicked circular form identical to OCs and a linear form. The parental duplexes
are indicated in blue and green, and the nascent strands are depicted in red.
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result demonstrated that under the conditions used by us branch
migration was quick enough to move over hundreds of base pairs
despite EthBr intercalation. Under the same conditions, however,
CCRIs maintained their () Wr and were unable to reverse the
forks until complete extrusion of the nascent–nascent duplexes.
Hence, we concluded that it is the formation of HLJs at both forks
that makes CCRIs unable to undergo any further branch migration.
One could still ask, however, why there is no topological locking in
the presence of moderate concentrations of DNA intercalators
whereas it predominates in the presence of elevated concentrations.
We propose that topological locking is favored under conditions
where branch migration is slowed down. It was estimated that in RIs
containing a stalled fork the energy required to activate FR is in the
order of 5 kcal/mol (16). This energy can be easily provided by the
() torsional stress accumulated in RIs exposed to intercalating
agents. As soon as one fork gets reversed, however, the accumulated
tension starts to dissipate and, depending on the speed of branch
migration, one could dissipate all of the stress before the second
strand reversal is triggered or maintain a significant amount of stress
long enough to drive the second reversal. In the presence of
moderate concentrations of an intercalator, the speed of branch
migration is not significantly affected and a single FR could ‘‘steal’’
the activation energy from the other. This effect would explain why
FR at the second fork is not favored under these circumstances. As
the concentration of the intercalator rises, however, the speed of
branch migration slows down and the activation energy caused by
the ()Wr is maintained for long enough to force the second FR.
Once both forks are reversed the topological locking starts to
operate, resulting in a complete blocking of any further release of
() Wr.
But why didn’t the topological locking manifest itself in the
main experiment reported by Postow et al. (16) where RIs were
exposed to high concentration of EthBr and subjected to the
action of restriction endonucleases? Topological locking should
not permit long reversals but, in that experiment, 100% of the
molecules behaved as if the reversal was of at least 366 bp at one
fork and 184 bp at the other (16). We think the answer lies in the
known fact that in the presence of elevated concentrations of
EthBr restriction endonucleases cut rapidly one strand of the
DNA double helix, but it takes a long time until the second
strand is also cut at the same recognition sequence (29–31).
Therefore, at elevated concentrations of EthBr restriction en-
donucleases acting at their recognition sequences located within
freshly replicated duplex regions would rapidly nick and relax the
DNA within the replication bubbles. Such a relaxation would
release the DNA from the topological locking right away and
allow FR until complete relaxation of the unreplicated portion
of the molecule, as observed by Postow et al. (16).
Conclusions
The topological locking reported here may provide an important
safety mechanism to prevent replicating DNA molecules from
‘‘runaway’’ FRs that would otherwise cause havoc in a cell. In
eukaryotic cells, rapidly progressing replication forks and the
coordinated transcription of highly expressed genes creates
positive supercoiling ahead of the forks (32), which could lead to
FRs. Proteins that bind to DNA such as histones, for example,
are expected to slow down branch migration and thus promote
double FRs in vivo. Under these circumstances, the topological
locking mechanism described here would be advantageous.
Materials and Methods
Bacterial Strains and Culture Medium. The E. coli strain used in this
study was DH5F. Competent cells were transformed with mo-
nomeric forms of the plasmids as described (11, 21). Cells were
grown in LB medium containing 100 g/ml ampicillin at 37°C.
Plasmid DNA isolation was performed as described (11, 21).
2D Agarose Gel Electrophoresis and Southern Transfer. The first
dimension was in a 0.4% agarose gel in TBE buffer (89 mM
Tris-borate, pH 8.0/89 mM boric acid/2 mM EDTA) at 1 V/cm
at room temperature for 22 h. The agarose lane containing the
 DNA/HindIII marker was excised, stained with 0.3 g/ml
EthBr, and photographed. During this period, the agarose lanes
containing the problem DNA samples were kept in the dark. The
second dimension was in 1% agarose gel in TBE buffer con-
taining increasing concentrations of EthBr run perpendicular
with respect to the first dimension. The dissolved agarose was
poured around the excised agarose lane from the first dimension,
and electrophoresis was at 5 V/cm in a 4°C cold chamber for 10 h.
Southern transfer was performed as described (11, 21).
Psoralen Cross-Linking. The agarose lane of the first dimension
containing the problem DNA sample was incubated with 10
g/ml 4,5,8 trimethylpsoralen (Sigma, St. Louis, MO) for 1 h at
room temperature in the dark and subsequently irradiated with
a 500-W high-pressure mercury lamp (Spectromics Corp., West-
bury, NY) on ice in a open plastic dish for 15 min. The lamp was
Fig. 5. Exposure of DNA to 65°C in the presence of 0.1 M NaCl enhances branch migration and leads to total extrusion of the nascent–nascent duplex but only
for the nicked forms. Autoradiograms of 2D gels corresponding to pBR18-TerE@StyI where the second dimension occurred in the presence of 0.3 g/ml EthBr
(for more details see ref. 11). The lane of the first dimension containing the DNA sample was incubated at 65°C with 0.1 M NaCl in TNE buffer (10 mM TrisHCl,
pH 8.0/0.1 mM EDTA/100 mM NaCl) for 4 h in the presence of 0.3 g/ml EthBr before proceeding with the second dimension. A diagrammatic interpretation is
shown to the right of each autoradiogram. The signal resulting from total extrusion of the nascent–nascent duplex is depicted in red and indicated by a blue
arrow. Dotted lines indicate the relative positions of OCRIs during the first and second dimensions.
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placed 7 cm above the plastic dish, and the light was filtered
through a Pyrex glass to remove radiation 	300 nm. Psoralen
stock solution was prepared in 100% ethanol. Subsequently, the
second dimension was performed as described.
Nonradioactive Hybridization. Probes were labeled with the Ran-
dom Primer Fluorescein kit (NEN Life Sciences Products,
Wellesley, MA). Membranes were prehybridized in a 20 ml of
prehybrization solution (2 sodium saline phosphate/EDTA,
0.5% Blotto, 1% SDS, 10% dextran sulfate, and 0.5 mg/ml
sonicated and denaturated salmon sperm DNA) at 65°C for 4–6
h. Labeled DNA was added and hybridization lasted for 12–16
h. Hybridized membranes were sequentially washed with 2 
SSC and 0.1% SDS, 0.5  SSC and 0.1% SDS, and 0.1  SSC
and 0.1% SDS for 15 min each at room temperature except for
the last wash, which took place at 65°C. Detection was performed
with an antif luorescein-AP conjugate and CDP-Star (NEN)
according to the instructions provided by the manufacturer.
Preparation of DNA Samples Enriched for Specific RIs. Specific mol-
ecules were isolated from agarose gels as described by Olavar-
rieta et al. (11) with minor modifications. Plasmid DNA isolated
from exponentially growing cells was analyzed in a 1D agarose
gel run under the conditions used for the second dimension of
a regular 2D gel but in the presence of 1 g/ml EthBr. The
problem DNA sample was resuspended in distilled water in the
presence of 1 g/ml EthBr.
Electron Microscopy. The purified DNA sample was spread on
electron microscopy grids under nondenaturating conditions
onto 1 g/ml EthBr in redistilled water by the BAC method,
except that formamide and glyoxal were omitted (33).
Branch Migration and Extrusion Assay. The agarose lane of the first
dimension containing the problem DNA sample was incubated
with 0.1 M NaCl in TNE buffer (10 mM TrisHCl, pH 8.0/0.1 mM
EDTA/100 mM NaCl) at 65°C in the presence of 0.3g/ml EthBr
for 4 h. Subsequently, the second dimension was performed as
described.
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Replication Fork Reversal Occurs Spontaneously after
Digestion but Is Constrained in Supercoiled Domains*
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Replication fork reversal was investigated in undigested and
linearized replication intermediates of bacterial DNA plasmids
containing a stalled fork. Two-dimensional agarose gel electro-
phoresis, a branch migration and extrusion assay, electron
microscopy, andDNA-psoralen cross-linkingwere used to show
that extensive replication fork reversal and extrusion of the nas-
cent-nascent duplex occurs spontaneously after DNA nicking
and restriction enzyme digestion but that fork retreat is severely
limited in covalently closed supercoiled domains.
Replication fork reversal (RFR)2 defines a condition that
occurs in vivo when a replication fork encounters an obstacle
such as a DNA lesion. In these cases, it is thought that the
replication fork halts and retreats to impede its collapse (1, 2).
The nascent strands separate from their corresponding paren-
tals and anneal to each other to forma fourth arm.The resulting
structure resembles a Holliday junction that behaves as a sub-
strate for recombination enzymes (3–6). It was also found that
for covalently closed circles of bacterial plasmids exposed to
moderate concentrations of intercalating agents in vitro,
whereas unreplicated forms acquire positive () supercoiling
after all their native negative () supercoiling was removed,
partially replicated forms appear unable to acquire () super-
coiling and keep the same electrophoretic mobility as their
nicked counterparts (7, 8). These results were interpreted as an
indication that partially replicated plasmids containing a fork
are unable to acquire () supercoiling as all of it is adsorbed by
RFR. Curiously, in this case, RFR does not affect the electro-
phoretic mobility of RIs as in the presence of intercalating
agents, these CCRIs show the same electrophoretic mobility as
their nicked counterparts (7, 8).
Two-dimensional agarose gel electrophoresis (9) is increas-
ingly used to analyze linearized replication intermediates (RIs)
isolated from cells that have been exposed to different types of
DNA-damaging agents (10–13). In the autoradiograms of these
two-dimensional gels, the identification of a diffused pattern
named “cone signal” led some authors to claim that the mole-
cules responsible for this pattern contained reversed forks
formed in vivo (13). In fact, the detection of such a pattern is
currently viewed as a direct evidence for the occurrence of RFR
in vivo (10–15). However, whether or not the cone signal
detected in repair-deficient mutants is due to RIs containing
reversed forks that formed in vivo is uncertain as an identical
pattern previously described as a “triangular smear” was also
detected in two-dimensional gels of DNA isolated from
undamaged wild-type cells of a number of different species and
interpreted as indicative for delocalized termination of DNA
replication (16–26). An important drawback of all these studies
is the random location of the event under study, namely a DNA
lesion or the site where two forks growing in opposite direc-
tions meet. To overcome this potential problem, here we stud-
ied RFR in RIs containing a fork stalled at a specific site (7).
pBR18-TerE@StyI and pBR18-TerE@AatII (Fig. 1) contain the
Escherichia coli polar replication terminator TerE (27, 28)
cloned at different distances from the unidirectional ColE1 rep-
lication origin in pBR18 (29). Digestion of the RIs of these plas-
mids with restriction enzymes that cut inside as well as inside
and outside the replication bubble generates double- and sim-
ple-Ys, respectively (Fig. 1). The RIs of plasmids where the fork
stalls at a specific site accumulate, generating a prominent sig-
nal in two-dimensional gel autoradiograms that can be readily
distinguished on top of the simple- or double-Y patterns (7,
30–32). Analysis of these plasmids undigested and after restric-
tion enzyme digestion revealed that RFR readily forms in vitro
but that fork retreat is severely limited in covalently closed
domains (33). Extensive retreat and total extrusion of the nas-
cent-nascent duplex, on the other hand, occurs spontaneously
after nicking or restriction enzyme digestion.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Bacterial Strains and Culture Medium—The E. coli strain
used in this study was DH5F. Competent cells were trans-
formed with monomeric forms of the plasmids as described
before (7, 29). Cells were grown in LB medium containing 100
g/ml ampicillin at 37 °C. Plasmid DNA isolation was per-
formed as described previously (7, 29).
Two-dimensional Agarose Gel Electrophoresis and Southern
Transfer—The first dimensionwas in a 0.4% agarose gel in Tris-
borate-EDTA buffer at 1 V/cm at room temperature for 22 h.
The agarose lane containing the  DNA/HindIII marker was
excised, stained with 0.3g/ml EthBr, and photographed. Dur-
ing this period, the agarose lane containing the DNA sample
was kept in the dark. The second dimension was in 1% agarose
* This work was supported by Grants BIO2005-02224 (to J. B. S.) and
BFU2004-00125 to PH from the SpanishMinisterio de Educacio´n y Ciencia.
The costs of publication of this article were defrayed in part by the pay-
ment of page charges. This article must therefore be hereby marked
“advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indi-
cate this fact.
1 To whom correspondence should be addressed. Tel.: 34-91-837-3112; Fax:
34-91-536-0432; E-mail: schvartzman@cib.csic.es.
2 The abbreviations used are: RFR, replication fork reversal; RI, replication
intermediate; CCRI, covalently closed replication intermediate; EthBr,
ethidium bromide; EM, electron microscopy.
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gel inTris-borate-EDTAbuffer containing 0.3g/ml EthBr run
perpendicular with respect to the first dimension. The dis-
solved agarose was poured around the excised agarose lane
from the first dimension, and electrophoresis was at 5 V/cm in
a 4 °C cold chamber for 10 h. Southern transfer was performed
as described before (7, 29).
Psoralen Cross-linking—To perform psoralen cross-linking,
50–100 ng of DNA in a total volume of 20 l was incubated
with 10 g/ml 4,5,8 trimethylpsoralen (Sigma) for 1 h at room
temperature in the dark in a 96-well open plate and subse-
quently irradiated with a 500-watt high pressure mercury lamp
(modelTQ700;OriginalHanau) on ice in a openplastic dish for
15 min. The lamp was placed 7 cm above the plastic dish, and
the light was filtered through a Pyrex glass to eliminate radia-
tion below 300 nm. Psoralen stock solution was prepared in
100% ethanol. This procedure was performed either before or
after DNA digestion. Subsequently, the two-dimensional agar-
ose gel electrophoresis was carried out as described before.
Non-radioactive Hybridization—pBR322 that only hybrid-
izes to the plasmid was used as a probe. DNA was labeled with
the random primer fluorescein kit (PerkinElmer Life Sciences).
Membranes were prehybridized in a 20-ml prehybridization
solution (2 saline/sodium phosphate/EDTA, 0.5% Blotto, 1%
SDS, 10% dextran sulfate, and 0.5 mg/ml sonicated and dena-
turated salmon sperm DNA) at 65 °C for 4–6 h. Labeled DNA
was added, and hybridization lasted for 12–16 h. Hybridized
membranes were sequentially washed with 2 SSC and 0.1%
SDS, 0.5 SSC and 0.1% SDS, and 0.1 SSC and 0.1% SDS for
15 min each at room temperature except for the last wash,
which took place at 65 °C. Detection was performed with an
antifluorescein-AP conjugate and CDP-Star (PerkinElmer Life
Sciences) according to the instructions provided by the
manufacturer.
Preparation of DNA Samples Enriched for Specific RIs—Spe-
cific molecules were isolated from agarose gels following the
procedure described by Olavarrieta et al. (7) with minor mod-
ifications. After restriction digestion, DNA isolated from expo-
nentially growing cells was analyzed in a one-dimensional aga-
rose gel, the lane was cut and incubatedwith 0.1 MNaCl in TNE
buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 100 mM NaCl)
at 65 °C for 4 h, and the selected DNA sample was electroeluted
out of the agarose gel and resuspended in distilled water.
Electron Microscopy—The purified DNA sample was spread
on EM grids under non-denaturating conditions in redistilled
water by the benzyldimethyl-alkyl ammonium chloride (BAC)
method (34).
BranchMigration and Extrusion Assay—The agarose lane of
the first dimension containing the DNA sample was incubated
with 0.1 MNaCl in TNEbuffer (10mMTris-HCl, pH 8.0, 0.1mM
EDTA, 100 mM NaCl) at 65 °C for 4 h without 0.3 g/ml EthBr
or in the presence of 0.3g/ml EthBr. Subsequently, the second
dimension was performed as described before.
RESULTS ANDDISCUSSION
It is generally thought that RFR is repressed in () super-
coiled molecules and favored by () supercoiling (7, 8, 35). It
was recently shown, however, that formation of Holliday-like
junctions at both forks of a replication bubble creates a topo-
logical constraint that prevents further regression of the forks
(33). To confirm this observation for a different plasmid, we
used a modification of two-dimensional gels where the agarose
lane containing the DNA that came out from the first dimen-
sion was heated at 65 °C in the presence of 0.1 M NaCl for 4 h
before the second dimension took place (33, 36). This condition
favors branch migration and extrusion of the fourth arm of
Holliday junctions in vitro (37, 38). The corresponding autora-
diograms are shown in Fig. 2 together with interpretative dia-
grams. Detection of two novel signals (Fig. 2, marked in the
diagrams with black arrows) and their electrophoretic mobility
during the second dimension clearly indicated that in some,
although not all, DNA molecules, heating caused extrusion of
FIGURE 1. Map of the plasmids. A, map of pBR18-TerE@StyI showing the
relative position of its most relevant features (7): the ColE1 unidirectional
origin, the E. coli terminator sequence there, and the ampicillin resistance
gene. B, the terminator utilization substance (TUS) binds Ter sites, and the
Ter-TUS complex acts as a polar replication fork barrier (27, 48). In conse-
quence, blockage of the replication fork at TerE leads to the accumulation of
a specific RI containing an internal bubble and a total mass 1.26 times the
mass of unreplicated plasmids. C, digestion of this RI containing a stalled fork
with AflIII generates a double-Y of 1.26. D, map of pBR18-TerE@AatII show-
ing the relative position of its most relevant features. E, in this case, blockage
of the replication fork at TerE leads to the accumulation of a specific RI con-
taining a larger internal bubble and a total mass of 1.60. F, digestion of this
RI with AflIII generates a double-Y of 1.60, whereas the larger fragment
resulting from its double digestion with AflIII and PvuI corresponds to a sim-
ple-Y of 1.81 (G). Finally, double digestion of the sameRIwith PstI and EcoRI
generates a simple-Y of 1.70 (H).
Replication Fork Reversal
JUNE 22, 2007•VOLUME 282•NUMBER 25 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 18191
 at CSIC - Centro de Investigaciones Biológicas on Septem
ber 26, 2007 
w
w
w
.jbc.org
D
ow
nloaded from
 
the two nascent strands (nascent-nascent duplex). During the
second dimension, the newmolecular speciesmigrated as open
circles and linear forms of 2627 bp, precisely the distance
between the ColE1 origin and the TerE site in pBR18-
TerE@AatII, indicating that the new linear fragment corre-
sponded in fact to the extruded double-stranded fourth arm. In
the very same autoradiograms, however, no extrusion occurred
for CCRIs. Therefore, we concluded that extensive branch
migration and extrusion of the fourth arm was impeded in
CCRIs regardless of whether the DNA was () or () super-
coiled. This was unexpected as it is generally thought that ()
supercoiling actually favors RFR and complete extrusion of the
nascent-nascent duplex (8, 35). This observation, on the other
hand, agrees with the finding that RIs are able to acquire elec-
trophoretic mobility and become () supercoiled when
exposed to very high (0.3g/ml and
above) concentrations of EthBr (7,
33), suggesting that RFR is favored
by low and moderate levels of ()
supercoiling but is inhibited when
the torsional stress reaches certain
threshold. Postow et al. (8) used
atomic force microscopy to study
the topology of RIs containing
stalled forks in the presence of 5 M
EthBr (equivalent to 1.97 g/ml).
They noticed that under these con-
ditions, RIs become heavily super-
coiled but interpreted that this
supercoiling was an artifact induced
during deposition of the molecules
onto mica. It was later shown, how-
ever, that RIs recover electro-
phoretic mobility and are able to
acquire () supercoiling when
exposed to 0.3 g/ml and higher
concentrations of EthBr (7) due to
the topological locking mechanism
activated as soon as RFR forms at
both forks of a replication bubble
(33).
The observation that extensive
RFR and complete extrusion of the
nascent-nascent duplex are pre-
vented in () as well as () super-
coiled RIs prompted us to reinvesti-
gate whether or not the DNA
molecules containing reversed forks
that are putatively responsible for
the cone signal identified in two-di-
mensional gels indeed form in vivo
(10–13). To this end, we combined
two-dimensional gels with psoralen
cross-linking, the branch migration
and extrusion assay described
above, and EM. If RFR occurs in
vivo, the signal should be detected in
restriction fragments of all sizes
regardless of the extent of replication (Fig. 3). Moreover, if RFR
forms and retreats unconstrained once a replication fork stalls
at a DNA lesion and these lesions occur at random, the mass of
the RIwith the stalled forkwould vary between 1.0 and 2.0. As
clearly depicted in Fig. 3, the signal expected for a mix of mol-
ecules where the fork stalls and retreats from different sites is
not the cone depicted in Fig. 3B as a gray triangle but rather a
smear covering the whole area limited by X-shaped recombi-
nants to the left, and the ascending portion of the simple-Y
pattern to the right, as also painted in Fig. 3D in gray. We used
two-dimensional gels to examine restriction fragments of dif-
ferent sizes (4.3, 4.4, 3.1, and 3.6 kb, respectively) where the RIs
containing stalled forks were double-Ys of 1.26 (1.26 times
the mass of unreplicated fragments) for pBR18-TerE@StyI
digested with AflIII and 1.60 for pBR18-TerE@AatII also
FIGURE 2. Exposure of undigested partially replicated plasmids to 65 °C in the presence of 0. 1 M NaCl
enhances branch migration and leads to total extrusion of the nascent-nascent duplex but only for
nicked forms. Autoradiograms of two-dimensional gels corresponding to pBR18-TerE@AatII where the sec-
ond dimension occurred either without 0.3 g/ml EthBr or in the presence of 0.3 g/ml EthBr are shown. For
the autoradiograms shown to the right, the agarose lane of the first dimension (1st dim) containing the DNA
sample was incubated at 65 °C with 0.1 M NaCl in TNE for 4 h either without 0.3 g/ml EthBr (top) or in the
presence of 0.3 g/ml EthBr (bottom) before proceeding with the second dimension. A diagrammatic inter-
pretation is shown to the rightof eachautoradiogram. The signals resulting from total extrusionof thenascent-
nascent duplex are depicted in gray and indicated by arrows. The dotted lines indicate the relative position of
open circle (OC) replication intermediates (OCRIs) after the first and second dimensions. CCC, covalently close
circle; L, linear.
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digested with AflIII. We also examined simple-Ys of 1.81 for
pBR18-TerE@AatII digestedwithAflIII andPvuI and 1.70 for
the same plasmid digested with PstI and EcoRI (Fig. 1, circular
and linear maps). The spikes emanating from the prominent
spot on top of the simple- or double-Y arcs (Fig. 4, represented
in red in the diagrams) were easily recognized, although their
location, intensity, and extension varied from one gel to the
other. Moreover, they did not necessarily fit into the so-called
cone signal described elsewhere (10–13). This spike extended
almost exclusively below the accumulated spot for the 1.26
RI, and it also extended below the accumulated spot but showed
a small bulge above it for the 1.60RI and extended both above
and below the accumulated spot for the 1.81 RI. Similar sig-
nals have been observed for RIs of specific masses in other sys-
tems as well (15, 39). It is important to note, however, that only
a small fraction of the accumulated RIs experienced RFR (Fig.
4). The strength of the spot generated by accumulated RIs indi-
cated thatmost of themwere pretty stable, and a discrete signal
for molecules that experienced RFRwas detected only for RIs
that accumulated due to fork stalling. To confirm that these
signals were generated by molecules displaying reversed
forks, the agarose lane containing the DNA that came out of
the first dimension was heated at 65 °C in the presence of 0.1
M NaCl for 4 h before the second dimension took place. The
results obtained are shown in Fig. 4, middle vertical panel,
with corresponding interpretative diagrams. Note that heat-
ing between the first and second dimensions eliminated the
original diagonal signals and generated novel ones that ran
perpendicular to the first dimension in all cases (this was
remarkable for the 1.81 RI) and are represented in Fig. 4 in
red in the middle vertical diagrams. It seems likely that the
bulk of materials that run at the position of the TerE-stalled
RIs contained molecules where the fork retreated to some
extent but where the nascent-nascent duplexes were too
small to affect their mobility in an appreciable manner.
These molecules were nevertheless susceptible to branch
FIGURE3.Two-dimensionalgelpatternselicitedbyX-shaped recombinantsand replication intermediates containing reversed forks.Panel I, X-shaped
recombination intermediates of two identical molecules where a single recombination event occurred at different sites from one end to the other. One
molecule is represented in red, and the other is represented in blue. Panels II–IV, replication intermediates where the fork stalled and retreated to different
extents after themolecules have replicated 81% in panel II, 60% in panel III, and 26% in panel IV. Parental strands are depicted in black, and nascent strands are
depicted in red. The green bar represents the replication block. Molecules are drawn in two different ways for better comparisonwith X-shaped recombinants.
Below, the “classical” two-dimensional gel patterns (A), the cone signal (B), the signals expected for the populations illustrated in panels I–IV above (C), and the
smeared signal expected for amixtureof populationswhere the replication fork stalled and retreated from randomly located sites (D) are shown. The linear and
X-shaped recombinant patterns are depicted in black, the simple-Y pattern is depicted in red, the bubble pattern is depicted in light blue, and the double-Y
pattern is depicted in green.
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migration and extrusion by heat. This interpretation would
account for both the new vertical spike, if not all such mol-
ecules completely extruded in response to heat, as well as the
new spots. We speculated that molecules where the replica-
tion fork stalled at TerE and have undergone various extents
of RFR, which in turn altered both their first and their second
dimensionmobilities, generated the original diagonal spikes.
As DNA heating was performed after the first dimension was
completed, it could not alter first dimension mobilities, but
after total extrusion of the nascent-nascent duplexes, the
molecules that originally gave rise to the diagonal spikes
would now yield a horizontal bulge that should be detected
aside of the new signals. In fact, this was clearly the case for
both of the two new spots observed, particularly in the case
of the 1.81 sample (Fig. 4, indicated with blue arrows in the
middle bottom diagram).
For all the fragments studied, the identification of prominent
spots that migrated together with the accumulated RI during
the first dimension and as linear molecules with the same elec-
trophoretic mobility of unreplicated forms during the second
dimension indicated that these molecules resulted from com-
plete extrusion of the fourth arm. Moreover, in the autoradio-
gram corresponding to the 1.81 RI, a second smaller spot was
detected that corresponded to the extruded nascent-nascent
linear duplex of 2567 bp.This linear duplexwas not detected for
the other two fragments examined due to their smaller size. To
further confirm that these vertical signals were indeed gener-
ated by molecules containing reversed forks, a DNA sample
enriched for the 1.60 molecules (Fig. 4, encircled by a black
dotted line in the corresponding middle autoradiogram) was
prepared and examined at the EM (shown in Fig. 4, at the far
right panel). As this sample included molecules of different
FIGURE 4. RIs containing a fork stalled at a specific site display a spike signal in two-dimensional gels that corresponds to molecules containing
reversed forks. Autoradiograms of two-dimensional gels corresponding to three different fragments where the RI that accumulated was 1.26, 1.60, and
1.81 are shown to the far left, with corresponding interpretative diagrams to their right. In these diagrams, the spikes emanating from the accumulated RI are
depicted in red and indicated by blue arrows. The signal depicted as a dotted black arc corresponds to broken RIs (49), whereas those depicted in gray
correspond to linears and X-shaped recombinants (9, 50, 51). Autoradiograms of two-dimensional gels corresponding to the same fragments where the DNA
was exposed to 65 °C in the presence of 0.1 M NaCl between the first dimensions (1st dim) and the second dimensions are shown in the middle, with
corresponding interpretative diagrams to their right. A DNA sample enriched for themolecules responsible for the vertical signal encircledwith a dotted line in
theautoradiogramcorresponding to the1.60waspreparedandexaminedat theEM. Forpreparationof theseenrichedDNAsamples, seeRef. 7. ThisDNAwas
spread on EM grids under non-denaturing conditions in redistilled water by the BACmethod (52). Bar 0.2m. A, a simple-Y showing no reversed fork. B–D,
RIs containing reversed forks. Interpretative diagrams are shown to the right of each electronmicrograph. In these diagrams, numbers indicate the percentage
figure represented by each arm. The parental duplex is indicated in blue and green, whereas the nascent strands are depicted in red.
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sources (plasmid aswell as chromosomal) and the extent of fork
retreatwas expected to vary significantly frommolecule tomol-
ecule, the criterion employed to select those molecules that
experiencedRFRwas the following one.Molecules containing a
reversed fork are only those where two arms are identical and
the increase in length of each of the other two compensate the
progressive loss in length of the first pair (Fig. 3). This criterion
allowed us to select a number of molecules where the fourth
armwas readily identified (Fig. 4, right panel, indicated by black
arrows in the interpretative diagrams) and confirmed that these
were indeed RIs where the replication fork had retreated to
different extents (7, 40, 53).
Oncewe confirmed thatmolecules containing reversed forks
generated the vertical signal emanating from the accumulated
spots, we investigated whether RFR occurred at the stalled fork
in vivo or in vitro. To this end, we used two different and com-
plementary approaches. First, pBR18-TerE@AatII was digested
with PstI and EcoRI to generate RIs of 1.70 containing no
replication fork stalled at TerE. In this case, the fork of the RI
that accumulated corresponded to the ColE1 unidirectional
origin (Fig. 1, D and H). Analysis of these RIs by two-dimen-
sional agarose gel electrophoresis revealed a spike and a pattern
that were almost identical to the one shown in Fig. 4 at the
bottom left (data not shown). This observation suggested that
RFR was likely to occur after digestion in vitro.
To test this hypothesis, we used psoralen cross-linking to
prevent any further branch migration (41). DNA molecules
corresponding to the 1.81 sample (Figs. 1 and 5) were cross-
linked with psoralen either after or before DNA digestion and
analyzed in two-dimensional gels. Notice that the pattern cor-
responding to the sample cross-linkedwith psoralen after DNA
digestion (Fig. 5B) was almost identical to the one generated by
the untreated sample (Fig. 5A) except that the spike generated
bymolecules containing reversed forkswas nowdecoratedwith
a number of regularly distributed extra spots. Psoralen interca-
lation and cross-linking do not occur in a uniform fashion (41).
The extra spots might well correspond to sites where psoralen
cross-linking occurred in a preferential mode. Branch migra-
tion could still shift between cross-links but could not move
across them. Surprisingly, no signal for molecules containing
reversed forks was detected when psoralen cross-linking took
place before DNA digestion (Fig. 5C). In addition, in this case,
each of the spots was duplicated. It is well known that the
amount of intercalating agents is reduced almost by half in
nicked as compared with covalently closed circles (42). The
detection of doublets in this autoradiogram was a consequence
of this phenomenon. For each doublet, the spot showing slower
electrophoretic mobility derived from molecules that were
covalently closed at the time of psoralen cross-linking and, in
consequence, captured almost double the amount of psoralen
(43, 44).
It is important to note, however, that our results do not indi-
cate that RFRdoes not occur in vivo. It has beenwell established
that in E. coli, once a replication fork hits a DNA lesion, RecA
(45) and/or RecG (4) promotes regression of the stalled fork,
generating a Holliday-like junction (HLJ) that is subsequently
processed by the RuvABC complex to allow replication restart
by PriA (3, 46, 47). This retreat of the forks that occurs in vivo,
however, is severely constrained by DNA supercoiling and
probably cannot extend very long (33). The results we showed
here question to what extent the cone signal detected in two-
dimensional gels (10–13) reflects the limited retreat of the forks
that may occur in vivo as opposed to the extensive branch
migration that takes place in vitro after restriction enzyme
FIGURE 5. Replication fork reversal occurs spontaneously but only after
restriction enzyme digestion. Autoradiograms of two-dimensional gels
where the RI that accumulated was 1.81 are shown together with their
corresponding interpretative diagrams to the right. A, an untreated sample is
shownon top. TheDNA samplewas cross-linkedwith psoralen either after (B)
or before restriction enzyme digestion (C). Notice that no spike was detected
when psoralen cross-linking occurred before restriction enzyme digestion.
Arrows at the bottom right indicate the signals expected for linear molecules
of 0.80 (2567 bp).
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digestion. Furthermore, delocalized termination of DNA repli-
cation, which also generates a triangular smear (16–26), could
be enhanced by fork stalling atDNA lesions andmight certainly
contribute to the so-called cone signal.
In summary, here we showed that extensive RFR and extru-
sion of the fourth armoccurs spontaneously but only after nick-
ing or DNA restriction enzyme digestion. These results
strengthen the observation that the extent of fork retreat is
severely constrained in supercoiled domains, probably due to
the topological locking that triggers when RFR forms at both
forks of a replication bubble (33).
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